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Pesquisa

Pesquisa

TOXICOLOGIA DE BACILLUS THURINGIENSIS
ÀS PRAGAS AGRÍCOLAS

 controle microbiano de inse-
tos tem sido considerado um
método de controle seguro
aos humanos e ao meio am-
biente, sendo assim nesse tra-

balho são apresentados dados de toxi-
cidade de B. thuringiensis a insetos-
praga, especialmente aos lepidópteros
e coleópteros pragas de importância
agrícola. Os trabalhos de pesquisa en-
fatizam os métodos de ensaios toxico-
lógicos em laboratório e campo, utili-
zando o entomopatógeno B. thuringi-
ensis e as formas imaturas das espéci-
es-alvo.

1.1 Os insetos-praga

Entre os insetos-praga para os quais
têm sido desenvolvidos estudos e apli-
cações de controle com B. thuringien-
sis estão os lepidópteros, Spodoptera
frugiperda e Anticarsia gemmatalis, e
o coleóptero Oryzophagus oryzae, os
quais serão apresentados como mode-
lo de estudos de toxicidade com B. thu-
ringiensis.

A lagarta militar, S. frugiperda, ata-

ca e causa danos a várias culturas de
importância econômica, como: sorgo,
milho, arroz, alfafa, cana-de-açúcar e al-
godoeiro (Cruz et al., 1999; Gallo et al.,
2002), ao passo que, a lagarta da soja A.
gemmatalis é praga-chave para essa cul-
tura e também tem importância para
culturas como amendoim, feijão e alfa-
fa (Gallo et al., 2002). Já o gorgulho aqu-
ático, O. oryzae, cujas larvas são conhe-
cidas como bicheira-da-raiz-do-arroz, é
o principal inseto-praga da cultura do
arroz irrigado no sul do Brasil (Martins
et al., 2004) e, por isso, é também um
dos mais estudados pelas instituições de
pesquisa dessa região (Costa, 2003).

As lagartas de S. frugiperda e A. gem-
matalis podem ser criadas em laborató-
rio, desde que respeitados determina-
dos padrões de temperatura, umidade
relativa e fotoperíodo (28ºC, 70%U.R.,
12h de fotoperíodo). O ciclo evolutivo
desses insetos, em laboratório, ocorre
em torno de 30 dias, desde a fase de
ovo até a emergência do adulto. Os adul-
tos são mantidos em gaiolas de acrílico
com alimentação a base de glicose aquo-
sa (10%), onde acasalam e realizam a
postura. Os ovos são retirados diaria-
mente e acondicionados junto à dieta
artificial, sendo dieta de Poitout para S.
frugiperda e dieta de Greene para A.
gemmatalis. As lagartas desenvolvem-
se nessa dieta até a formação da pupa,
que então são separadas em macho ou
fêmea até emergir o adulto, finalizando
o ciclo.

No caso de O. oryzae, por se tratar
de uma larva aquática, que se alimenta
das raízes das plantas de arroz, não é
descrito nenhum método de criação efi-
ciente desse inseto, em laboratório. Por-
tanto, quando realizados os bioensaios,
esses insetos são coletados diretamente
de áreas de plantio de arroz infestadas,
trazidos ao laboratório para então se-
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rem utilizados nos ensaios biológicos.

1.2 Bioensaios
de B. thuringiensis

com os insetos-praga

Para determinar a atividade insetici-
da de isolados bacterianos, os bioensai-
os podem ser classificados como preli-
minares ou seletivos.  A utilização de
suspensão de células e esporos bacteri-
anos é uma forma de identificar isola-
dos ativos cujas propriedades mostram
eficiência no controle de insetos-praga.

Bioensaios também são utilizados
para determinar a Concentração Letal
Média (CL

50
), ou seja, a quantidade de

entomopatógeno que deve ser utilizada
para controlar a metade da população
do inseto. Para esses, são usados os iso-
lados que causaram um eficiente índice
de mortalidade nos testes preliminares.
Nesta análise são utilizadas suspensões
contendo células e esporos ou a prote-
ína purificada, dosados em diferentes
concentrações. Os ensaios de toxicida-
de são importantes também, pois reve-
lam injurias e detrimento morfológico,
além de determinar em quanto tempo
ocorre a morte do inseto, Tempo Letal
Médio (TL

50
). Esses dados são então ana-

lisados para que, quando aplicado em
lavouras, o bioinseticida seja eficiente
no controle dos insetos-alvo.

Os ensaios utilizando as lagartas de
S. frugiperda e A. gemmatalis podem
ser realizados em mini-placas de acríli-
co, contendo dieta artificial, onde é apli-
cada a quantidade de inóculo pré-de-
terminada para uma lagarta por placa
(Figura 1A). A quantidade de insetos
pode variar entre 20 e 50 e o número de
repetições entre três e cinco. No caso

do coleóptero O. oryzae, os testes podem
ser realizados em tubos de ensaio con-
tendo uma planta de arroz, água e a sus-
pensão bacteriana, com 5 larvas do inse-
to por tubo (Figura 1B). Todos os bioen-
saios utilizam placas ou tubos controle,
contendo os insetos e sem adição dos tra-
tamentos. Os ensaios são acondicionados
em câmaras climatizadas nas mesmas con-
dições de criação ou manutenção dos in-
setos em laboratório, descritas anterior-
mente. Os experimentos são avaliados até
o 7º dia após a aplicação dos tratamentos
e os dados são utilizados para o cálculo
da mortalidade corrigida pela fórmula de
Abbott (1970).

1.3 Controle de S. frugiperda
com B. thuringiensis

Apesar de inúmeras pesquisas envol-
vendo esse lepidóptero e seu controle,  há
dificuldade em encontrar um isolado bac-
teriano patogênico a essa espécie. Essa
afirmação é comprovada no trabalho de
Polanczyky et al. (2003) que, utilizando
58 subespécies de B. thuringiensis em S.
frugiperda demonstraram que apenas B.
thuringiensis morrisoni apresentou 80%
de mortalidade das lagartas. Também Sil-
va et al. (2004), testaram 77 isolados sen-
do que somente 4 foram ativos a espécie-
alvo.

Recentemente, Berlitz & Fiúza (dados
não publicados) testaram 132 isolados
onde apenas um apresentou alta toxici-
dade ao inseto, com 100% de mortalida-
de, quando utilizada a suspensão de cé-
lulas e esporos bacterianos. Em outro tra-
balho, Berlitz et al. (2003) testaram 24 iso-
lados de B. thuringiensis provenientes de
diversas regiões orizícolas do RS e obteve
as maiores mortalidades entre 31,6 e 100%

com apenas cinco isolados, sendo que a
cepa com maior potencial inseticida foi
analisada quanto ao perfil protéico con-
firmando a presença de proteínas ativas
contra lepidópteros. As reduzidas taxas de
mortalidade podem estar relacionadas a
diferentes fatores, como por exemplo, o
modo de ação das proteínas bacterianas
no intestino do inseto, ou modificações
no sítio de ligação dessas toxinas na mem-
brana intestinal. Além disso, cada isolado
tem uma característica genética particu-
lar, ou seja, essas toxinas são codificadas
por genes e esses têm uma determinada
especificidade.

Em outro trabalho, Berlitz & Fiuza
(2004) testaram B. thuringiensis aizawai
proveniente do produto formulado Xen-
tari® mostrando que a suspensão celular
apresentou CL

50
 de 1,9x108 UFC/mL (Uni-

dade Formadora de Colônia/mL) reduzin-
do em 56,7% o consumo alimentar das
lagartas. Isso indica que a bactéria inibe a
alimentação do inseto-praga, o que tam-
bém está relacionado com a mortalidade
das lagartas.

Entretanto o fato de um isolado cau-
sar mortalidade às lagartas não implica
que, quando purificadas as proteínas tó-
xicas, essas serão ativas ao inseto. É o que
ocorreu na pesquisa de Berlitz (2006), que,
quando utilizada a suspensão de células
e esporos bacterianos obtiveram 100% de
mortalidade, entretanto quando purifica-
das as proteínas do isolado, essas causa-
ram baixa mortalidade às lagartas apre-
sentando CL

10
 de 268µg/mL. Esse fato pode

estar relacionado ao conjunto de fatores
de virulência presentes na bactéria, ou
então a presença de outras toxinas como,
por exemplo, proteína Vip, exotoxinas, he-
molisinas, quitinases, entre outras, que
estão presentes na suspensão bacteriana.

Figura 1. Bioensaios com lagartas de Spodoptera frugiperda (A) ou Anticarsia gemmatalis e larvas de
Oryzophagus  oryzae (B)
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A CL
50
 de proteínas Cry de B. thu-

ringiensis aizawai para lagartas de 3º
ínstar de S. frugiperda foi determina-
da por Lucho (2004). As proteínas Cry
foram obtidas a partir de bioinsetici-
da comercial (Xentari®), purificadas
em gradiente de sacarose, solubiliza-
das em tampão fosfato (pH 10) e ava-
liadas em SDS-PAGE. Nos bioensaios
foram avaliadas seis concentrações de
proteínas Cry (0,27 a 8,80 µg/mL) e
testemunha (água destilada e esterili-
zada), sendo aplicados 10 µL sobre a
superfície de folhas de milho acondi-
cionadas em mini-placas de acrílico,
contendo um inseto. Cada tratamen-
to foi constituído de 30 lagartas e 3
repetições, totalizando 630 insetos.

Os resultados obtidos por Lucho
(2004) apontaram CL

50 
de 2,22; 0,41 e

0,18 µg/mL para 2, 3 e 4 dias após a
aplicação dos tratamentos, respecti-
vamente, e revelaram que as proteí-
nas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1C e Cry1D
sintetizadas por B. thuringiensis ai-
zawai são altamente tóxicas à S. fru-
giperda.

Para a mesma espécie, S. frugi-
perda, os dados de Knaak et al. (2006)
mostram que a toxicidade das prote-
ínas Cry1Ab e Cry1Ac, sintetizadas por
B.thuringiensis thuringiensis 407 (pH
408) e B.thuringiensis kurstaki HD-
73, respectivamente, revelaram uma
CL

50
 de 9,29 e 1,79 µg/cm2 às lagartas

de 1º instar.
Nesse sentido, os dados de Lam-

bert et al. (1996) revelam que a pro-
teína Cry1Ac é muito tóxica para He-
liothis virescens, mas não mostra ne-
nhuma atividade contra Helicoverpa
armigera. Os mesmos autores rela-
tam que Cry1Ca exibe uma atividade
forte contra S. exigua e S. littoralis,
mas não contra S. frugiperda. Peyron-
net et al. (1997) utilizaram Cry1Aa em
Lymantria dispar causando uma des-
polarização rápida e irreversível da
membrana intestinal, mas Cry1Ab e
Cry1Ac eram inativas. Estes resulta-
dos estão de acordo com Van Franke-
nhyzen et al. (1991) que demonstra-
ram um nível alto de toxicidade para
Cry1Aa, mas nenhuma atividade às
outras duas toxinas, confirmando as-
sim a especificidade das proteínas Cry
de B. thuringiensis aos lepidópteros.

Considerando os isolados brasi-
leiros, Praça et al. (2004) selecionan-
do cepas de B. thuringiensis efetivas
contra lagartas de 2º ínstar de S. fru-
giperda, compararam novas cepas ao
B. thuringiensis kurstaki HD-1 (CL

50

de 0,285 µg/cm2), obtendo CL
50
 de

0,09 e 0,52 µg /cm2, para S234 e S997,
respectivamente, que revelou a nova
cepa S234 como a mais tóxica à S.

frugiperda. Já nos estudos com proteí-
nas Cry, Aranda et al. (1996) determina-
ram que a CL

50 
para S. frugiperda das

proteínas Cry1Ab e Cry1Ac foram supe-
riores a 2 µg/cm2.

1.4 Controle de A. gemmatalis
com B. thuringiensis

As análises de mortalidade de isola-
dos de B. thuringiensis às lagartas de A.
gemmatalis, realizados por Schünemann
(2006), mostraram que entre os 158 iso-
lados testados, 138 foram ativos e 20
inativos. Entre os isolados patogênicos,
39 deles causaram até 29% de mortali-
dade, 93 entre 30 e 69% e 6 entre 70 e
100%. Análises similares foram encon-
trados por Bobrowski et al. (2001) com
o mesmo banco de bactérias.

Azambuja & Fiuza (2003) obtiveram
37 e 50% de mortalidade corrigida con-
tra a lagarta-da-soja utilizando dois iso-
lados naturais de B. thuringiensis pro-
venientes de regiões orizícolas do RS.
Nas avaliações de patogenicidade reali-
zados com isolados primitivos, Souza et
al. (1999) e Silva et al. (2004), revelam
grandes índices de isolados patogêni-
cos a mesma ordem de inseto. Por ou-
tro lado, a ocorrência de isolados inati-
vos a lepidópteros é bastante freqüen-
te. As variações entre as concentrações
de proteínas inseticidas presentes em
cada suspensão bacteriana pode ser a
causa dessas diferenças entre a ativida-
de inseticida dos isolados.

A ausência de patogenicidade de iso-
lados de B. thuringiensis pode estar re-
lacionada à classe de proteínas sinteti-
zadas pelo mesmo, a qual não apresen-
ta especificidade ao inseto praga-alvo.
Porém, Fiuza (2003) e Praça et al. (2004)
destacam que o mesmo isolado bacteri-
ano pode ter atividade inseticida sobre
espécies da mesma ordem, ou até mes-
mo a outras ordens de insetos.

Em muitos casos a diferença de to-
xicidade das cepas de B. thuringiensis
pode estar relaciona ao próprio inseto,
onde, por exemplo, a extensão da vari-
ação genética de A. gemmatalis pode
estar relacionada a transferência de ge-
nes entre populações geográficas e o
tempo em que essas populações encon-
tram-se separadas, onde o mecanismo
de isolamento reprodutivo se torna uma
barreira efetiva (Sosa-Gómez, 2004).
Sendo assim, os dados da suscetibilida-
de de A. gemmatalis aos diferentes iso-
lados de B. thuringiensis são importan-
tes para um manejo local ou regional
desse inseto-praga, pois em m trabalhos
envolvendo cepas de B. thuringiensis
kurstaki, por exemplo, Mascarenhas et
al. (1998) e Dias et al. (1999) encontra-
ram diferentes índices de mortalidade

da mesma espécie.

1.5 Controle de O. oryzae
com B. thuringiensis

Para O. oryzae são relacionados pou-
cos dados na literatura a respeito da ação
de proteínas de B. thuringiensis. Por se
tratar de uma larva que se alimenta das
raízes da planta de arroz, portanto fica
submersa, é difícil o acesso de bioinseti-
cidas ao local. Os atuais métodos de con-
trole dessa praga restringem-se aos inseti-
cidas químicos que são utilizados basica-
mente no tratamento de semente ou dis-
tribuídos em cobertura na água de irriga-
ção.

Na busca de métodos alternativos de
controle desse inseto, o entomopatógeno
B. thuringiensis mostra-se promissor na
obtenção de plantas transgênicas resisten-
tes à praga-alvo. Nesse sentido, Pinto et
al. (2003), selecionaram 6 isolados de B.
thuringiensis com a presença de genes
da classe cry 3 ou cry 7, que sintetizam as
proteínas inseticidas à ordem dos coleóp-
teros, e avaliaram sua atividade inseticida
à O. oryzae. Dentre os isolados testados
pelos autores, dois causaram mortalidade
corrigida de 100%, três entre 59 e 67% e
um em torno de 50%.

Esses dados foram utilizados por Ber-
litz (2006) que selecionou um isolado com
a presença do gene cry3 que causou 53%
de mortalidade com a suspensão de célu-
las e esporos bacterianos, onde as prote-
ínas inseticidas foram purificadas, dosa-
das e aplicadas nos bioensaios com os
insetos (Figura 1B). Os resultados dessa
pesquisa podem ser aplicados na utiliza-
ção de genes cry, uma vez que causou a
mortalidade das larvas do coleóptero,
quando utilizadas às proteínas purificadas,
obtendo uma CL

50
 de 5,4µg/mL. Em estu-

dos preliminares com essa espécie-alvo,
Steffens et al. (2000) obtiveram 53,41% de
mortalidade às larvas do gorgulho aquáti-
co com um isolado de B. thuringiensis
contendo genes cry 3, específicos a cole-
ópteros. Considerando os dados mencio-
nados, os resultados obtidos pelos dife-
rentes autores confirmaram a predição da
atividade inseticida de B. thuringiensis
possivelmente devido à presença dos ge-
nes cry3 e cry7, os quais codificam toxi-
nas específicas a coleópteros (Ben-Dov et
al., 1997).
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