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Resumo 

Spodoptera frugiperda, conhecida como a lagarta do cartucho do milho é 

um inseto polífago que ataca diversas culturas, como milho, algodão e arroz. 

Bioinseticidas formulados à base de Bacillus thuringiensis vem apresentando 

um resultado satisfatório no controle de lepidópteros, no entanto não existe 

nenhuma formulação específica para controle desta praga. Este trabalho teve 

como objetivo a seleção e caracterização de estirpes de B. thuringiensis tóxicas 

a S. frugiperda. Foram utilizadas 1375 estirpes pertencentes ao Banco de 

Germoplasma de Bacillus Entomopatogênicos da Embrapa Recursos 
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Genéticos e Biotecnologia.  As estirpes S550, S845 e S1905 foram as mais 

tóxicas entre todas as analisadas. Essas estirpes apresentaram proteínas de 

130 e 65 kDa., presença de cristais bipiramidais, cubóides e esféricos e 

diferentes composições de genes cry. Essas 3 estirpes poderão ser utilizadas 

como base da produção de um bioinseticida para o controle de larvas de S. 

frugiperda. 
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SCREENING OF BACILLUS THURINGIENSIS 
STRAINS TOXIC TO SPODOPTERA FRUGIPERDA 
 

 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
 Spodoptera frugiperda, known as velvet caterpillar is a polifagous insect 

that attacks several crops like corn, cotton and rice. Bioinsecticides based on 

Bacillus thuringiensis present good levels of Lepidoptera control, although it 

does not exist a specifically formulation to control this pest. The aim of this work 

was to select and characterize B. thuringiensis strains toxic to S. frugiperda. 

1375 strains of the collection of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology 

were used in this work. S550, S845 and S845 were the most toxic strains. 

These strains presented 130 and 65 kDa proteins, bipiramidal, cubical and 

spherical crystals and different composition of cry genes.  These 3 strains could 

be used as a basis for a bioinsecticide to control S. frugiperda larvae. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 8



Introdução 
 

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como a 

lagarta do cartucho do milho é um inseto polífago que ataca diversas culturas, 

como milho, algodão e arroz (CRUZ et al., 1999). A severidade do ataque 

dessa praga vem aumentando em algumas áreas, podendo chegar até a 60% 

de redução no rendimento de grãos (CRUZ et al., 1999; MEREGE, 2001). S. 

frugiperda provoca danos em todos seus ínstares. Em estádios iniciais, as 

lagartas apenas raspam as folhas, nos mais avançados podem destruí-las, 

reduzindo a área fotossintética e afetando o rendimento da produção 

(MEREGE, 2001).   

 A utilização de agentes de controle biológico é uma alternativa viável e 

bioinseticidas formulados à base de Bacillus thuringiensis vem apresentando 

um resultado satisfatório no controle de lepidópteros. B. thuringiensis é uma 

bactéria cosmopolita (KRYWUNCZYK e FAST, 1980) sendo encontrada em 

diversos substratos como solo, água, superfície de plantas, insetos mortos e 

grãos armazenados. As células desta bactéria têm forma de bastonete de 1 a 

1,2 μm por 3 a 5 μm (HABIB e ANDRADE, 1998), é Gram positiva e aeróbia, 

podendo facultativamente crescer em anaerobiose no intervalo de 10 a 40°C. 

Como característica marcante, esse microorganismo sintetiza inclusões 

protéicas cristalinas quando em esporulação (MONNERAT e BRAVO, 2000). 

Estas inclusões são formadas por δ-endotoxinas, também denominadas 

proteínas Cry que apresentam ação extremamente tóxica a diversas ordens de 

insetos (MONNERAT e BRAVO, 2000). O peso molecular das δ-endotoxinas 

pode variar entre 27 e 140 kDa (SCHNEPF et al., 1998) e podem se apresentar 

nas formas piramidal, bipiramidal, redonda, cúbica e retangular. Esses cristais 

vistos através de exames microscópicos podem fornecer indicações sobre 

atividade inseticida das estirpes Cristais bipiramidais geralmente estão 

associados à proteínas Cry1, cristais cubóides, à proteínas Cry2 e a morfologia 

de cristais relativos à proteínas Cry9 pode variar (MONNERAT e BRAVO, 

2000; HABIB e ANDRADE, 1998).  

As proteínas Cry estão subdivididas em 45 classes 

(www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore), sendo que as pertencentes 

aos grupos Cry1, Cry2 e Cry9 estão relacionadas à toxicidade a lepidópteros.  
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Uma das vantagens do emprego do B. thuringiensis é a sua ação restrita 

a insetos-alvo, não afetando o ser humano e não danificando o meio ambiente. 

Cerca de 50.000 estirpes desta bactéria já foram identificadas e laboratórios do 

mundo todo vêm trabalhando na tentativa de descobrir novas estirpes que 

possuam novas toxinas (MONNERAT e BRAVO, 2000). A efetividade de 

estirpes para o controle de lepidópteros é variável para cada espécie de inseto. 

Existem poucos relatos da susceptibilidade de S. frugiperda ao B. thuringiensis, 

assim são necessários novos estudos visando o isolamento de novas estirpes 

para o controle deste inseto.  

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem realizado diversos 

testes com o intuito de encontrar e caracterizar estirpes com maior 

patogenicidade, que produzam toxinas diferentes das já existentes e que 

possam ser utilizadas na produção de bioinseticidas. Tendo em vista a 

importância desta praga para a agricultura brasileira, este trabalho teve como 

objetivo a seleção e caracterização de estirpes tóxicas a S. frugiperda. 

  

 Material e Métodos 
 

Origem das estirpes: Foram utilizadas 1375 estirpes de B. thuringiensis 

pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogênicos da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Essas estirpes foram isoladas a 

partir de amostras de solo e água (MONNERAT et al., 2001).  
 
Caracterização morfológica: As estirpes foram cultivadas em meio NYSM 

(YOUSTEN, 1984), em incubador rotativo a 200rpm, 30°C, durante 48 a 72h 

(até completa esporulação). Em seguida foram observadas em microscópio de 

contraste de fases a fresco, para observação da forma dos esporos e dos 

cristais. 

 
Caracterização entomopatogênica: Todas as estirpes foram testadas contra 

larvas de S. frugiperda.  

As larvas de S. frugiperda foram obtidas na criação massal estabelecida 

desde 1989 na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (SCHMIDT et al., 

2001). As lagartas foram criadas em dieta artificial, em insetário regulado a 
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temperatura de 28°C ± 2, umidade relativa de 70% ± 5 e fotoperíodo de 14/10. 

Os adultos depositavam os ovos em papel de filtro, que eram esterilizados e 

colocados em dieta artificial. Após a eclosão, as larvas se alimentavam da dieta 

e após completarem o ciclo larval, as pupas eram coletadas e colocadas em 

gaiolas onde copulavam e ovipositavam no papel, reiniciando o ciclo.  

Foram realizados dois tipos de bioensaios, o seletivo, onde foram 

selecionadas as estirpes que causaram 100% de mortalidade e os de dose, 

onde se calculou a dose letal necessária para matar 50% da população 

testada. 

Os bioensaios seletivos foram realizados espalhando-se 35μl da cultura 

de cada estirpe cultivada em meio NYSM (YOUSTEN, 1984), em incubador 

rotativo a 200rpm, 30°C, durante 48 a 72h (até completa esporulação) na dieta 

distribuída previamente em placas de cultivo de células com 24 poços. Após a 

absorção da cultura pela dieta, uma larva de segundo estádio foi colocada em 

cada poço. Uma placa foi deixada sem a bactéria, como testemunha. As placas 

foram devidamente fechadas com tampas de acrílico e ligas elásticas. A 

incubação dos bioensaios foi realizada nas mesmas condições de criação dos 

insetos. A primeira leitura foi feita 48h após o início do ensaio, ocasião em que 

as lagartas foram passadas para copinhos de plástico de 50mL, contendo dieta 

livre do bacilo. No sétimo dia do ensaio foi feita a segunda e última leitura. As 

larvas não foram colocadas em grupos devido ao seu hábito canibal 

(MONNERAT et al., 2001).  Os dados de mortalidade obtidos foram analisados 

através de Probits (FINNEY, 1971) e a concentração letal foi determinada. 

 O bioensaio de dose foi realizado com as estirpes liofilizadas. Para isso 

cada uma foi cultivada por 72h em meio NYSM. O material crescido foi 

centrifugado a 10.000 rpm por 30min, a 4°C, congelado por 16 horas e 

liofilizado por 18h. Após liofilização, prepararam-se diluições de acordo com a 

tabela 1. 

 

 

 

 

 

 11



Tabela 1 – Tabela de diluições e concentração final para a realização de 

bioensaios contra lepidópteros. 

Suspensão I (μl) Bactéria (mg) Água (μl) Concentração 
(μg/ml) 

 1 1000 1000 
 

Suspensão II (μl) Suspensão I (μl) Água (μl) Concentração 
(μg/ml) 

 571,4 428,6 571,4 
 

Dose Suspensão II (μl) Água (μl) ng/cm2

1 200 800 2000 
2 120 880 1200 
3 72 928 720 
4 43,2 956,8 432 
5 25,9 974,1 259 
6 15,5 984,5 155 
7 9,3 990,7 93 
8 5,6 994,4 56 
9 3,4 996,6 34 

10 2,0 998,0 20 
 

Caracterização molecular: As estirpes selecionadas por meio de bioensaios 

seletivos foram caracterizadas quanto à presença de genes codificadores de 

proteínas Cry ativas contra lepidópteros. Para isso, foram realizados testes de 

PCR (reação em cadeia da polimerase) utilizando oligonucleotídeos específicos 

desenhados para os genes cry1, cry2 e cry9.  

O par de oligonucleotídeos específicos gral-cry1 (BRAVO et al., 1998) foi 

utilizado para a identificação de genes cry1 (geral). Para os genes cry1Aa, 

cry1Ab, cry1Ac, cry1Ad, cry1B, cry1C e cry1D foram utilizados os pares de 

oligonucleotídeos específicos respectivamente denominados CJ1/CJ2, 

CJ2/CJ3, CJ4/CJ5, CJ6/CJ7, CJ8/CJ9, CJ10/CJ11 e CJ12/CJ13 (CERON et 

al., 1994). Os genes cry1E, cry1F e cry1G foram identificados por meio dos 

pares de oligonucleotídeos específicos CJ14/CJ15, CJ16/CJ17 e CJ18/CJ19 

(CERON et al., 1995). A detecção de genes cry2 foi realizada a partir de 

primers gral-cry2 (IBARRA et al., 2003) e para identificação de genes do grupo 

cry9 foram utilizados os pares de oligonucleotídeos específicos spe-cry9A, spe-

cry9B e spe-cry9C (BRAVO et al., 1998). 

 A extração de DNA foi realizada a partir de adaptação do protocolo 

descrito por Sambrook et al. (1989). As reações de PCR foram realizadas em 
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tubos de polipropileno 0,2 mL em um termociclador MJ Research, Inc. (PTC-

100TM). Foram transferidos 2μL de DNA de cada amostra para um tubo de 

polipropileno contendo 12,5μM de cada oligonucleotídeos específicos, 100mM 

de dNTP mix, tampão de Taq 10x e 2,5U de Taq DNA polimerase (5,0U) em 

um volume total de 40μL. Os resultados das reações de PCR foram 

visualizados em gel de agarose 1,5%. A estirpe B. thuringiensis subsp. kurstaki 

(Btk) foi utilizada como padrão. 

 

Caracterização de proteínas através de SDS-PAGE: A caracterização 

bioquímica das estirpes efetivas foi realizada por meio de eletroforese de 

proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%). As proteínas foram 

obtidas segundo protocolo descrito por Lecadet (1991), a partir de material 

crescido em meio NYSM por 72h a 200 rpm e 30˚C. 

 

Caracterização ultra-estrutural: A caracterização ultra-estrutural foi realizada 

através de microscopia eletrônica de varredura. Para isso as suspensões de 

cristais das estirpes mais eficazes foram liofilizadas, depositadas em suportes 

metálicos, cobertos com ouro por 180 segundos, utilizando metalizador 

EMITECH modelo K550 e foram observadas em microscópio eletrônico de 

varredura. 

 
Resultados e Discussão 

 

Caracterização morfológica: Todas as estirpes analisadas apresentaram 

morfologia correspondente a B. thuringiensis, contendo esporos e cristais de 

formas variáveis.  

 

Caracterização entomopatogênica: Das 1375 estirpes testadas, 26 causaram 

100% de mortalidade em bioensaios seletivos e foram selecionadas para o 

bioensaio de dose (Tabela 2).  

As estirpes S0550, S0845, e S1905 foram as mais tóxicas contra S. 

frugiperda. A estirpe S1905 foi a mais eficaz, apresentando a maior toxicidade 

entre todas estirpes analisadas.  
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Tabela 2. Resultados dos bioensaios de dose contra S. frugiperda. 

 

Estirpes LD 50 (ng/cm2) 
Intervalo de confiança 

(ng/cm2) 

S0093 2210,51 987,38-18367,99 

S0112 258,46 130,25-1017,60 

S0166 525,67 361,92-754,42 

S0234 90,24 39,32-144,30 

S0550 2,71 2,05-3,37 

S0711 103,92 51,29-532,67 

S0764 232,36 116,92-358,26 

S0811 184,65 144,40-244,11 

S0844 1118,64 379,21-68314,84 

S0845 2,43 1,062-3,01 

S0906 1178,67 562,38-5938,46 

S0907 3513,57 1544,34-23685,81 

S0908 726,16 520,80-1134,57 

S0997 525,70 387,22-699,79 

S1269 60,26 34,87-135,26 

S1533 105,81 38,97-222,50 

S1537 168,92 79,97-1329,88 

S1538 618,44 389,50-1312,77 

S1539 361,42 197,27-772,31 

S1540 197,42 101,15-527,72 

S1548 246,70 46,27-501,19 

S1549 736,10 421,11-1750,99 

S1551 82,06 19,71-176,05 

S1876 1616,42 490,84-341985,68 

S1905 1,87 0,38-0,37 

S2003 51,91 26,96-78,40 

Btk 28,52 20,15-41,89 
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Caracterização protéica e molecular: Todas as estirpes tóxicas a S. 

frugiperda apresentaram perfil protéico de 130 e 65 kDa., semelhante ao 

padrão, B. thuringiensis kurstaki (Figura 1). A caracterização molecular dessas 

estirpes mostrou a presença dos grupos de genes cry1 e cry2 naturalmente 

esperada em estirpes efetiva contra lepidópteros (Tabela 3). A estirpe S1905, 

que apresentou maior toxicidade, apresentou o mesmo perfil gênico que o 

padrão B. thuringiensis kurstaki. É possível que os promotores desses genes 

nesta estirpe sejam mais ativos que no padrão ou que os genes, embora 

detectados como sendo do mesmo grupo, apresentem pequenas diferenças. 

Pode ser ainda que esta estirpe possua alguma outra toxina, diferente das 

descritas. As estirpes S550 e S845 apresentaram composição gênica diferente 

entre si e entre a S1905 e o padrão. Esses genes, entretanto estão presentes 

nessas duas ultimas estirpes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 15



   1        2         3        4          5  KDa 
 
 
 

225 

 
 

150 
 
 
 

 
100 

 
 
 

75 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

50 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

35 
 
 
 

25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Gel de SDS - PAGE 10% das estirpes estudadas. 1- Marcador de 

peso molecular, 2- Btk, 3- S550, 4- S845, 5-S1905. 

 
Tabela 3. Caracterização molecular das estirpes com maior efetividade contra 

os insetos testados. 

Estirpes Caracterização molecular 

550 cry1Ab e cry2 

845 cry1Aa, cry1B e cry2 

1905 cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1B e cry2 

Btk cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1B e cry2 

 16



 
Caracterização ultra-estrutural: Os resultados da microscopia eletrônica de 

varredura mostraram que as estirpes possuem cristais bipiramidais, cubóides e 

esféricos, semelhantes aos observados na estirpe padrão B. thuringiensis 

subsp. kurstaki (Figura 2).   

  (a)           

(b)  (c)           

(d) 

ce 

cb

cc

cb ep

 

Figura 2: Micrografia eletrônica de varredura da mistura esporos-cristais das 

estirpes de Bacillus thuringiensis S550 (a), S845 (b), S1905 (c) e B. 

thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (d). ce: cristal esférico; cb: cristal bipiramidal; 

cc: cristal cubóide, ep: esporo. 
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Conclusões 
 

Das 1375 estirpes de B. thuringiensis armazenados no Banco de Germoplasma 

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 3 estirpes foram 

selecionadas e caracterizadas para serem utilizadas como base da produção 

de um bioinseticida para o controle de larvas de S. frugiperda. 
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