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INTERAÇÕES ENTRE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis E HÍBRIDOS DE 

REPOLHO VISANDO O CONTROLE DE Plutella xylostella E A PROMOÇÃO DO 

CRESCIMENTO VEGETAL 

 

RESUMO GERAL 

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) é uma praga de grande importância 

econômica, devido aos danos provocados em cultivos de brássicas em todo o mundo. O 

controle desta praga é dificultado pela seleção de populações de insetos resistentes a vários 

inseticidas e pelo seu hábito críptico entre as folhas na cabeça do repolho. A colonização das 

plantas de forma endofítica por microrganismos apresenta-se como uma forma inovadora de 

controle sistêmico de pragas como P. xylostella. Este tipo de controle depende da seleção de 

estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) com elevada eficiência contra o inseto-alvo associado à 

capacidade de penetração e colonização deste na planta. Neste trabalho foram selecionadas as 

estirpes S1905, S2122 e S2124 altamente tóxicas a P. xylostella. As estirpes S1905 e S2124 

apresentaram perfil protéico de 130 e 65 kDa e a estirpe S2122 apenas a proteína de 130 kDa, 

fragmentos de DNA de tamanho esperado para a detecção de genes cry1 e cry2 e cristais 

bipiramidais, cubóides e redondos. A habilidade destas estirpes de Bt em colonizar 

endofiticamente diferentes híbridos de repolho foi observada através da detecção de células 

vegetativas, esporos e cristais nas diferentes partes das plantas de repolho. A predominância 

de colonização de Bt foi verificada nas raízes. As estirpes foram avaliadas quanto à promoção 

de crescimento em plantas de repolho. No tratamento das sementes por 15 minutos, o 

sedimento da estirpe S1905 com 48 horas de crescimento apresentou um incremento de 200% 

no tamanho inicial das plântulas, quando comparada com a testemunha. Este trabalho 

demonstrou pela primeira vez a habilidade de estirpes brasileiras de Bt em colonizar e 

promover o crescimento de plantas de repolho, além de protegê-las contra P. xylostella.  

Palavras-chave: Colonização, estirpes nativas, traça-das-crucíferas, endofítica 
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INTERACTIONS BETWEEN Bacillus thuringiensis STRAINS AND HYBRIDS OF 

CABBAGE TO CONTROL DIAMONDBACK MOTH AND PROMOTE PLANT 

GROWTH 

 

ABSTRACT 

Plutella  xylostella  (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) is a pest of great economic importance due 

to damage to brassica crops worldwide. The control of this pest is hindered by the selection of 

resistant populations to various insecticides and by its cryptic habit between the leaves of the 

cabbage head. The colonization of plants by endophytic microorganisms is an innovative way 

to control pests such as P. xylostella. The use of Bacillus thuringiensis (Bt) for endophytical 

control of the pest depends on the selection of strains with high efficiency against target 

insects associated with the ability to colonize and penetrate cabbage plants. This work aimed 

to select and characterize three Brazilian strains of B. thuringiensis toxic to P. xylostella. The 

S1905, S2122 and S2124 strains were highly toxic to P. xylostella. S1905 and S2124 showed 

two major proteins of 130 and 65 kDa, and S2122 showed only the protein of 130 kDa.  The 

strains presented DNA fragments of the expected size for the detection of various specific 

cry1 and cry2 genes and bipyramidal, cuboidal and round crystals. The endophytic ability of 

B. thuringiensis to colonize plants was verified by the presence of vegetative cells, spores and 

crystals of the three B. thuringiensis strains in different parts of cabbage plants. The 

colonization of Bt occurs predominantly on roots. The strains were also evaluated in terms of 

promotion growth in cabbage plants. In seeds treatment for 15 minutes, the sediment of S1905 

grown for 48 hours showed a growth promoting 200 times greater than the control. This study 

demonstrated for the first time the ability of Brazilian strains to colonize and promote the 

growth of cabbage plants and protect them against P. xylostella. 

Key words: Colonization, cabbage, native strains, diamond moth, endophytic 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Cerca de 15% das safras de alimentos do mundo são perdidas devido ao ataque de 

insetos. Seus danos variam de uma região para outra e seu controle é predominantemente 

realizado através do uso de inseticidas químicos, cujos gastos podem alcançar até 30% do 

custo de produção (SILVA-FILHO e FALCO, 2000, CASTELO BRANCO et al., 2001).  

A importância do controle de pragas e o aumento da consciência da população para 

os efeitos diretos e indiretos dos inseticidas na saúde pública e no ambiente, em geral, tem 

demandado novas formas de controle de insetos, como por exemplo, de Plutella xylostella L. 

(Lepidoptera: Plutellidae) importante praga de brássicas no Brasil.  

Plutella xylostella, conhecida como traça-das-crucíferas, é uma praga causadora de 

elevados prejuízos em brássicas, principalmente em repolho, podendo ocasionar reduções de 

até 60% na produção (SILVA et al., 1993, BIOCONTROLE, 2012).  

Na Região Central do Brasil, o ataque de P. xylostella ocorre durante todo o ano, mas 

sua maior incidência acontece de julho a setembro, com período crítico de ataque em repolho, 

na formação da cabeça, aproximadamente entre a quarta e sétima semanas após o transplante 

(CASTELO BRANCO et al., 2003).  

A principal forma de controle da traça-das-crucíferas no Brasil é através da utilização 

intensa de inseticidas químicos (CASTELO BRANCO e MEDEIROS, 2001). Os piretróides e 

fosforados são os mais utilizados, com relatos de até 16 aplicações por cultivo (CASTELO 

BRANCO e GATEHOUSE, 1997). Esta prática tem levado à seleção de populações de 

insetos resistentes, principalmente onde o cultivo de brássicas é contínuo (BAEKA et al., 

2005). Além disso, pode causar poluição ambiental e aumentar os efeitos negativos na saúde 

humana, como causar câncer e várias desordens no sistema imunológico (DEVINE e 

FURLONG, 2007). 
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Como alternativa ao controle químico, métodos biológicos têm sido estudados e 

desenvolvidos, cabendo mencionar o uso de bioinseticidas à base de Bacillus thuringiensis 

que são produzidos e comercializados em todo o mundo para o controle de lagartas 

desfolhadoras.  

Além desta forma de controle, estudos no Laboratório de Bactérias 

Entomopatogênicas da Embrapa foram iniciados, em 2003 com o intuito de verificar a 

possibilidade de utilização de B. thuringiensis (Bt) de forma sistêmica no controle de insetos-

praga, uma vez que alguns destes insetos se alojam no interior das plantas, sendo de difícil 

alcance e com isso necessitam de medidas de controle mais eficientes (MONNERAT et al., 

2003). Esta poderá vir a ser uma alternativa de controle que poderá minimizar algumas 

limitações apresentadas por alguns agentes de controle biológico atualmente disponíveis 

como, por exemplo, a sensibilidade à radiação solar (BRAVO et al., 2011). 

Os estudos preliminares desenvolvidos pela Embrapa demonstraram que existem 

estirpes de B. thuringiensis colonizando tecidos de plantas de algodão (MONNERAT et al., 

2003), e que a estirpe padrão de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 uma vez inoculada nos 

solos próximo às raízes de plantas de algodão e de couve espalham-se por todos os tecidos, 

chegando aos insetos que se alimentavam dessas plantas (MONNERAT et al., 2009).  

Este estudo é pioneiro e único e aponta para uma possibilidade diferente do emprego 

desta bactéria para o controle de insetos. Portanto, os dados a serem gerados por este trabalho 

devem resultar em informações inéditas e importantes para a comunidade científica envolvida 

com a produção de B. thuringiensis para o controle de insetos. Esta forma de controle é 

interessante já que microrganismos endofíticos podem habitar o interior das plantas durante 

pelo menos um período do ciclo de suas vidas, sem causar danos às plantas e desempenhando 

um papel importante na proteção das plantas contra predadores e patógenos (AZEVEDO et 

al., 2000) e promovendo o crescimento das mesmas.    
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Trata-se, portanto, de um assunto com potencial para desenvolvimento de uma nova 

técnica de controle de insetos, através da utilização sistêmica de B. thuringiensis que poderá 

proteger as plantas dos danos provocados pelo ataque de insetos, como também promover o 

crescimento das plantas hospedeiras destes insetos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Cultura do repolho 

 

As Brássicas são, entre as hortaliças, uma das principais fontes de alimento 

consumidas nos países desenvolvidos, ficando atrás apenas das Solanáceas (batata e tomate). 

Na Europa, Portugal e Espanha apresentam os maiores consumos por habitante. No Brasil, a 

preferência por estas hortaliças não é diferente, sendo o repolho (Brassica oleracea var. 

capitata) a brássica mais consumida. Por sua importância em grande parte do território 

nacional, o cultivo do repolho concentra-se em cinturões verdes próximos às capitais e nas 

regiões serranas, sendo cultivada tanto pela agricultura familiar quanto por grandes produtores 

de hortaliças (ARAGÃO et al., 2009). 

O repolho é de grande importância tanto como alimento, por ser rico em vitaminas, 

sais minerais e aminoácidos que contém enxofre, metionina e cisteína (DOMINGOS, 2006 

citado por SANTOS et al., 2008) como na medicina, pela presença de glucosinolatos e por 

possuir propriedades antioxidantes (SANTOS et al., 2008).  

Graças ao trabalho de fitomelhoristas, várias são as cultivares de repolho 

desenvolvidas e que propiciam o cultivo em condições termoclimáticas diversificadas, 

possibilitando o plantio da cultura ao longo do ano, em diversas regiões produtoras 

(FILGUEIRA, 2000). Alguns exemplos são os híbridos Fuyutoyo, Kenzan, Astro Plus, Sekai, 

Caribe e outros que permitem grande flexibilidade na escolha da época de plantio e da região 

produtora. Assim, apesar da planta de repolho se adaptar melhor a um clima mais ameno e até 

frio, esta planta passou a ser cultivada em todas as estações do ano, não mais se restringido ao 

outono e inverno (FILGUEIRA, 2000). 

O repolho é produzido principalmente na região sul do Brasil, tendo como principal 

produtor o Paraná. Em segundo lugar vem o Estado de São Paulo, seguido dos Estados do 
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Espírito Santo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul que produzem repolho em quantidades bem 

menores (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE HORTICULTURA, 2008).  

Em muitas regiões brasileiras, o repolho é cultivado ininterruptamente, o que 

favorece o ataque de pragas e doenças. Cenário que, associado à falta de manejo adequado, a 

condições ambientais favoráveis ao desenvolvimento das pragas e a um uso intenso, muitas 

vezes abusivo, de produtos químicos têm como consequência o estabelecimento da traça-das-

crucíferas. 

 

2.2  Plutella xylostella 

 

 

2.2.1 Aspectos gerais 

 

A traça-das-crucíferas P. xylostella é o principal fator limitante do cultivo de 

crucíferas em áreas tropicais do mundo, em razão, principalmente, de seu ciclo curto, alto 

potencial reprodutivo e consequentemente número anual elevado de gerações (ULMER et al., 

2002). É comumente referida como causadora de grandes prejuízos de modo particular em 

repolho, tanto no Brasil (CASTELO BRANCO et al., 1996, FRANÇA e MEDEIROS, 1998) 

quanto em outros países produtores, podendo atacar também a couve-flor e a couve comum 

(TALEKAR e SHELTON, 1993; GODIN e BOIVIN, 1998).  

A traça-das-crucíferas é uma espécie cosmopolita, provavelmente originária da 

região Mediterrânea. É encontrada na maior parte da América do Norte, na porção sudeste da 

América do Sul, Sudoeste da África, Europa, Índia, Sudoeste da Ásia, Nova Zelândia e em 

partes da Austrália (HARDY, 1938). Foi introduzida acidentalmente na Europa e 

primeiramente detectada na América do Norte em Illinois em 1854 e no oeste do Canadá 

(HARCOURT, 1962). Atualmente, está presente em todo os Estados Unidos e em muitas 

províncias do Canadá (MAU e KESSING, 2007). No Havaí, foi reportada pela primeira vez 
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em 1892 e atualmente está presente em toda a ilha. Pode ocorrer em todo o território 

brasileiro e, dependendo da região e época de plantio, pode reduzir consideravelmente o valor 

comercial da cultura por causar sérios danos ao atacar justamente a “cabeça”, que é a parte 

comercial do repolho (MELO et al., 1994). 

A maior ocorrência da P. xylostella é observada nos meses de menor precipitação, 

entre julho a setembro, sendo que o período crítico de ataque da praga ocorre na formação da 

cabeça, aproximadamente entre quatro e sete semanas após o transplante, podendo ocasionar 

perdas de até 60% na produção (BIOCONTROLE, 2012). 

 

2.2.2 Biologia do inseto 

 

As fases do ciclo de vida de P. xylostella são: ovo, quatro instares larvais, pupa e 

adulto. As fêmeas podem depositar de 3 a 300 ovos, com uma produção média de 150 ovos. O 

número de ovos produzidos pelas fêmeas é influenciado pelo fotoperíodo, pela temperatura e 

pela idade ou pelas condições alimentares das larvas (MAU e KESSING, 2007). O último 

estágio larval é o mais voraz e causa mais injúrias que os três primeiros instares larvais. Os 

adultos possuem hábito noturno. O ciclo de vida, dependendo da temperatura, pode durar de 

11 a 27 dias, ocorrendo de 14 a 30 gerações por ano (MAU e KESSING, 2007). 

A fêmea de P. xylostella deposita seus ovos na parte inferior da folha, 

preferencialmente nas jovens (SILVA et al., 1993; MAU e KESSING, 2007), na maioria das 

vezes isolados ou em grupo de dois ou três (SILVA et al., 1993), mas podem chegar a até oito 

(MAU e KESSING, 2007). Esses ovos são arredondados, muito pequenos, de coloração 

amarela a esverdeada. Três ou quatro dias após a ovoposição, as lagartas eclodem, penetram 

no parênquima das folhas, onde se alimentam durante dois ou três dias para depois saírem das 

galerias e se alimentarem da epiderme da folha. Na forma jovem, apresenta-se como uma 
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pequena lagarta verde clara que chega a medir até 10 mm de comprimento. Pode atacar tanto 

folhas novas como as velhas, prejudicando o crescimento da planta e, consequentemente, o 

produto final. As lagartas perfuram as folhas, depreciando qualitativamente o produto, que se 

muito afetado, pode ter seu valor comercial prejudicado, ou tornar-se impróprio para o 

consumo (SILVA et al. 1993). Atingem o máximo desenvolvimento nove ou 10 dias após a 

eclosão, desenvolvendo-se bem em temperaturas acima de 20 ºC (KIMOTO, 1993; 

BIOCONTROLE, 2012).  

Quando se transformam em pupas tecem um pequeno casulo, facilmente reconhecido 

por ser constituído de pequenas malhas, na face inferior da folha ou outras áreas mais 

protegidas. Após quatro dias, dependendo da temperatura, emerge o adulto. O adulto é uma 

pequena mariposa de coloração parda, medindo em torno de 10 mm. Os machos quando em 

repouso exibem uma mancha clara em forma de diamante na face dorsal (GALLO et al., 

2002; BIOCONTROLE, 2012).  

Plutella xylostella apresenta um curto período de desenvolvimento, alta fecundidade 

e crescimento rápido de suas populações, principalmente em condições de ausência de 

precipitação pluvial e temperaturas ao redor de 25 a 28 ºC. É muito importante o 

conhecimento de sua biologia para um manejo adequado da cultura e controle do inseto-praga 

(CHEN et al., 1996).  
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2.2.3 Estratégias de Controle  

 

O uso de inseticidas tem sido a principal e muitas vezes a única medida de controle 

empregada no Brasil, dentre as medidas mais recomendadas para o controle da traça-das-

crucíferas (FRANÇA et al., 1985; TORRES et al., 2006). No entanto, tem se verificado que 

alguns inseticidas recomendados como a deltametrina têm perdido eficiência, principalmente 

onde o cultivo de brássicas é continuo (MELO et al., 1994; PRAÇA et al., 2010). 

Muitos dos inseticidas utilizados chegam a ser aplicados até quatro vezes por 

semana, levando a seleção de populações de insetos resistentes (CASTELO BRANCO et al., 

2001). No Brasil, já existem alguns relatos de resistência de P. xylostella a diversos 

compostos químicos comumente utilizados para controle, como a abamectina (CASTELO 

BRANCO e MELO, 2002), deltametrina (PRAÇA et al., 2010), piretróides e 

organofosforados (VASQUEZ et al., 1995; CASTELO BRANCO e GATEHOUSE, 1997).   

O conhecimento das características intrínsecas do inseto, sua biologia e a forma 

adequada de realizar a amostragem da área para um correto monitoramento da cultura são 

fundamentais para o uso de B. thuringiensis como bioinseticida. A praga deve ser controlada 

quando, após diagnóstico semanal realizado nas plantas escolhidas ao acaso, forem 

observados seis furos ou mais nas quatro folhas centrais do repolho (CASTELO BRANCO et 

al., 1996). 

Dentre as estratégias para auxiliar o controle do inseto, encontram-se o uso de 

cultivares resistentes e de feromônios (IMENES et al., 2002), a rotação de cultura, o uso de 

armadilhas luminosas, o uso de reguladores de crescimento e a utilização de parasitóides 

(MONNERAT et al., 2002). 

Por ser a traça-das-crucíferas uma praga críptica na cabeça do repolho e de grande 

importância para esta cultura e, além disso, diversos estudos mostrarem a existência de 
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populações deste inseto resistentes a alguns princípios ativos de inseticidas, o uso de agentes 

de controle biológico como B. thuringiensis de forma sistêmica pode vir a ser uma alternativa 

promissora. 

 

2.3 Bacillus thuringiensis 

 

2.3.1 Aspectos gerais 

 

Bacillus thuringiensis (Berliner) é uma bactéria de ocorrência cosmopolita 

(KRYWUNCZYK e FAST, 1980), sendo encontrada em todas as partes do mundo, em vários 

substratos como solo, água, superfície de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grãos 

armazenados (BRAVO et al., 1998). É uma bactéria Gram positiva e aeróbica, podendo 

facultativamente crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 40 
o
C. A atividade 

entomopatogênica desta bactéria se deve à presença de inclusões protéicas cristalinas, 

produzidas durante o processo de esporulação, conhecidas por -endotoxinas (MONNERAT e 

BRAVO, 2000; BRAVO et al., 2005).  

Estas toxinas são altamente específicas aos seus insetos-alvo, inócuas ao ser humano, 

vertebrados e plantas e tem efeito não poluente ao meio ambiente, por serem completamente 

biodegradáveis (WHITELEY e SCHNEPF, 1986; BRAVO et al., 2005).  

 

2.3.2  Histórico 

 

Esta bactéria foi descrita em 1901, no Japão, pelo bacteriologista Ishiwata, que 

descobriu ser ela a bactéria responsável pela mortalidade de larvas do bicho-da-seda, Bombyx 

mori (Lepidoptera: Bombycidae). Em 1911, Berliner, um microbiologista alemão, descreveu 

novamente a mesma bactéria, isolada a partir de larvas mortas de Anagasta kuehniella Zeller 
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(Lepidoptera: Pyralidae), a traça da farinha, praga de grãos armazenados e a chamou B. 

thuringiensis, em homenagem a Thuringia, na Alemanha, onde as lagartas foram coletadas. 

Em 1915, este mesmo autor notou a presença de inclusões parasporais nas células de B. 

thuringiensis e em 1953, Hannay trabalhando com esta espécie, sugeriu pela primeira vez que 

a patogenicidade podia estar associada às inclusões cristalinas formadas nas células durante a 

esporulação. Em 1968, Angus demonstrou que a hipótese de Hannay era válida (ISHIWATA, 

1901; BERLINER, 1911, 1915; HANNAY, 1953; ANGUS, 1968).  

A primeira formulação à base dessa bactéria, a Sporeíne, foi produzida na França em 

1938. Na década de 50, iniciou-se a produção em larga escala, com o lançamento do 

bioinseticida comercial “Thuricide”, seguido por produtos similares de empresas localizadas 

na Rússia, na Checoslováquia, na Alemanha e nos Estados Unidos (DE MAAGD et al., 

1999). No princípio de 1998, existiam nos Estados Unidos mais de 200 produtos registrados à 

base de B. thuringiensis (SCHNEPF et al., 1998). Inicialmente, os produtos eram utilizados 

somente para o controle de larvas de lepidópteros, mais tarde, principalmente a partir dos anos 

1970, novas subespécies da bactéria se mostraram eficientes contra insetos das Ordens 

Diptera, Coleoptera (WEISER, 1986; EDWARDS et al., 1988), Hymenoptera, Hemiptera e 

Ortoptera (FEILTEISON, 1994). Também foi relatada toxicidade para algumas espécies de 

nematóides, protozoários e ácaros (EDWARDS et al., 1988; FEILTEISON, 1994). Estima-se 

que existam mais de 50.000 estirpes de Bacillus spp. em coleções espalhadas pelo mundo 

(MONNERAT et al., 2001).  

Atualmente, é o principal princípio ativo biológico produzido e utilizado ocupando 

2% do total de inseticidas vendidos no mundo (ESTRUCH et al., 1996; BAUM et al., 1999; 

RAYMOND et al., 2010) e conferindo níveis adequados e consistentes de controle (PRAÇA et 

al., 2010). As formulações da maior parte dos produtos existentes no mercado são baseadas 
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nas estirpes de B. thuringiensis subespécie. kurstaki HD-1 (HARRISON e BONNING, 2000), 

B. thuringiensis subsp. israelensis e B. thuringiensis subsp. aizawai (BRAVO et al., 2011). 

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, existem oito produtos à base 

de B. thuringiensis no mercado para o controle de pragas agrícolas: Agree, Bac-Control PM, 

Bactur PM, Dipel, Dipel PM, Dipel WG, Ecotech Pro e Xentari. Estes produtos comerciais 

têm como princípios ativos às linhagens B. thuringiensis subsp. kurstaki e B. thuringiensis 

subsp. aizawai que são utilizados no controle de lagartas desfolhadoras como: P. xylostella 

(traça-das-crucíferas), Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) e outras espécies pertencentes à 

Ordem Lepidoptera. Além destes, está em fase de registro o produto Ponto Final de tecnologia 

nacional a base B. thuringiensis subsp. kurstaki, que em breve será lançado pela empresa 

Bthek Biotecnologia Ltda para o controle de lagartas desfolhadoras.  

 

2.3.3 Toxinas de Bacillus thuringiensis 

 

B. thuringiensis produz diferentes fatores de virulência, como as -endotoxinas, α-

exotoxina, β-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (HOFTE e 

WHITELEY, 1989; HANSEN e SALAMITOU, 2000). Algumas estirpes produzem toxinas 

inseticidas adicionais denominadas VIP. As toxinas VIP, são produzidas na fase de 

crescimento vegetativo. Pelo menos, três toxinas VIP foram caracterizadas VIP1/VIP2, toxina 

binária, e a VIP3.  

As -endotoxinas de Bacillus thuringiensis são as mais promissoras e compreendem 

as proteínas Cry e Cyt. As toxinas Cry são tóxicas a diferentes insetos das ordens Lepidoptera, 

Coleoptera, Hymenoptera, Diptera e a nematóides, enquanto as proteínas Cyt são na maioria 

das vezes tóxicas aos insetos da ordem Diptera (BRAVO et al., 2005).  
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As proteínas Cry individualmente apresentam um espectro de ação, normalmente, 

restrito a uma Ordem de insetos em particular (DE MAAGD et al., 2001) e a morfología das 

mesmas é em forma de cristais. A análise destes cristais por microscopia de contraste de fases 

e do perfil eletroforético das proteínas Cry podem dar uma idéia inicial do espectro de ação 

destas proteínas (VALADARES-INGLIS et al., 1998). 

  O processo de formação do cristal está ligado à esporulação. Estudos de 

cristalografia mostraram que o cristal é formado a partir do segundo estágio de esporulação e é 

liberado no momento em que as células são lisadas (MONNERAT e BRAVO, 2000). O cristal 

pode ser bipiramidal, cubóide, rombóide, ovóide, esférico ou, ainda, sem forma definida ou 

morfologia atípica (HABIB e ANDRADE, 1998; NOGUERA e IBARRA, 2010). 

As proteínas Cry estão classificadas em 70 grupos e diferentes subgrupos, além de 

três grupos de toxinas Cyt, em função do grau de similaridade de seus aminoácidos. Essas 

proteínas são codificadas por mais de 665 genes cry já sequenciados (CRICKMORE et al., 

2012). A atualização constante destes dados pode ser acessada no endereço: 

http://www.epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/.  

Dentre as estirpes de B. thuringiensis, algumas apresentam um único gene codificador 

das proteínas Cry. Outras estirpes podem apresentar cinco genes diferentes, como é o caso da 

subespécie aizawai HD-137 e subespécie israelensis IPS-82. Esta última apresentou cinco 

genes codificadores das -endotoxinas e um outro gene que codifica uma citolisina, todos 

localizados em um único plasmídeo de 72kDa (BOURGOUIN et al., 1988; MARGALITH e 

BEN-DOV, 2000).  

A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de cristal. 

Os cristais podem ser formados por diferentes -endotoxinas e o peso molecular das -

endotoxinas pode variar entre 13,6 e 142 kDa (CRICKMORE et al., 2007). 

http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/
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Dentre as toxinas mais estudadas, destacam-se Cry1 e Cry2 com amplo espectro 

inseticida a lepidópteros. Os genes cry1 são os mais frequentes na natureza, representando 

mais de 43% dos genes cry caracterizados. Os cristais formados pela proteína Cry1 

apresentam forma bipiramidal (ROSAS-GARCÍA et al., 2008).  

As toxinas da família Cry1 têm 44 subgrupos representados por Cry1Aa,..., Cry1Ma 

(CRICKMORE et al., 2012). Algumas destas proteínas são ativas contra insetos da Ordem 

Lepidoptera, como por exemplo, as toxinas Cry1Aa, Cry1Ja e Cry1Fb tóxicas a Agrotis 

ipsilon. No entanto, é importante salientar que as proteínas Cry1Aa e Cry1Fb apenas 

controlaram larvas neonatas desta praga em doses muito altas (DE MAAGD et al., 2003) e 

foram isoladas de várias subespécies de B. thuringiensis como subespécie kurstaki, aizawai, 

entomocidus, sotto e morrisoni, apresentando massa molecular de 132 a 133 kDa. A proteína 

Cry1Ab foi isolada de três subespécies com massa molecular de 130 kDa (CRICKMORE et 

al., 2007). 

A toxina Cry1Ac foi isolada de uma estirpe de B. thuringiensis da ordem Lepidoptera 

denominada L1-2, foi identificada como tóxica ao adulto da mosca tse tsé, Glossina morsitans 

morsitans e apresentou similaridade com gene cry1Ac de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-

73 (OMOLO et al., 1997). Esta estirpe apresentou toxicidade a Manduca sexta (ADANG et 

al., 1985) e a larvas neonatas de A. ipsilon em doses muito altas (GILLILAND et al., 2002). A 

toxina Cry1Ad foi isolada de B. thuringiensis subsp. aizawai e apresentou proteína de 133 kDa 

e toxicidade a larvas de lepidópteros. A toxina Cry1Ae foi isolada de B. thuringiensis subsp. 

alesti e a toxina Cry1Ag de uma subespécie de B. thuringiensis ainda não identificada, ambas 

com massa molecular de 134kDa (CRICKMORE et al., 2007). A toxina Cry1Af apresentou 

toxicidade tanto a insetos da Ordem Diptera como da Ordem Coleoptera e Cry1Ah e Cry1Ai 

foram isoladas de B. thuringiensis, porém não tiveram ainda seu alvo determinado 

(CRICKMORE et al., 2007). 
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A proteína Cry1B possui sete subgrupos, sendo a proteína Cry1Ba isolada de B. 

thuringiensis subsp. kurstaki e de B. thuringiensis subsp. entomocidus, a proteína Cry1Bb 

tóxica a larvas de lepidópteros, a Cry1Bc isolada de B. thuringiensis subsp. morrisoni, a 

Cry1Bd isolada de Bacillus thuringiensis subsp. wuhanensis e tóxica a larvas de P. xylostella, 

todas com massa molecular de 140 kDa, Cry1Be ativa contra lepidópteros com massa 

molecular de 139 kDa e as proteínas Cry1Bf e Cry1Bg ainda não tiveram seus alvos 

identificados (CRICKMORE et al., 2007). 

As toxinas Cry1Ca e Cry1Cb apresentam atividade contra espécies de Spodoptera 

(BRAVO et al., 1998) e foram isoladas de B. thuringiensis subsp. aizawai e entomocidus, e 

galleriae, com massa molecular 134 e 133 kDa, respectivamente (CRICKMORE et al., 2007). 

A toxina Cry1Cb apresentou toxicidade a S. exigua e Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) 

(KALMAN et al., 1993). Cry1Da foi isolada de B. thuringiensis HD-68 e aizawai é ativa a 

larvas de Manduca sexta e S. exigua e apresenta massa molecular de 132 kDa. Já Cry1Db foi 

isolada de B. thuringiensis com massa molecular de 131 kDa e Cry1Dc ainda não teve seu 

alvo identificado (CRICKMORE et al., 2007). 

Algumas toxinas pertencentes à família Cry1 podem apresentar atividade dupla 

contra lepidópteros e dípteros e contra lepidópteros e coleópteros, como é o caso das proteínas 

Cry1Ca e Cry1Ba (BRADLEY et al., 1995), respectivamente. Já a proteína Cry1Ba possui 

massa molecular de 140 kDa e especificidade e atividade inseticida contra lepidópteros 

(Ostrinia nubilalis) e coleópteros (Leptinotarsa decimlineata) (TAILOR et al., 1992). Vale 

ressaltar que a proteína Cry1Ca também apresenta atividade contra mosquitos, da mesma 

forma que a proteína Cry1Ab (HAIDER e ELLAR, 1987; SMITH et al., 1996) e a proteína 

Cry1Af (CRICKMORE et al., 2007).  

A proteína Cry1E apresenta eficiência no controle de Spodoptera sp. (LOGUERCIO 

et al., 2001). Cry1Ea foi isolada de B. thuringiensis subsp. kenyae que apresenta massa 

http://ca.expasy.org/cgi-bin/get-entries?OC=Bacillus%20thuringiensis%20subsp.%20wuhanensis
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molecular de 133 kDa e Cry1Eb foi isolada de B. thruringiensis subsp. aizawai e apresenta 

massa  molecular de 134 kDa, ambas tóxicas a larvas de lepidópteros (CRIKMORE et al., 

2007). 

A proteína Cry1F é composta por dois subgrupos Cry1Fa e Cry1Fb que foram 

isolados de B. thuringiensis subsp. morrisoni e aizawai, e apresentaram massa molecular de 

134 e 132 kDa, respectivamente (CRICKMORE et al., 2007). O cristal da toxina Cry1F é 

tóxico a larvas neonatas de alguns insetos da Ordem Lepidoptera como, por exemplo, Ostrinia 

nubilalis e Spodoptera exigua (CHAMBERS et al., 1991). 

As toxinas Cry1Ga e Cry1Gb apresentaram massa molecular de 132 e 133 kDa. A 

toxina Cry1Gb foi isolada de B. thuringiensis subsp. wuhanensis e apresentou toxicidade a 

larvas de Pieris rapae e a toxina Cry1Gc apresentou toxicidade a insetos da Ordem 

Lepidoptera (CRICKMORE et al., 2007). 

A toxina Cry1Ha com massa molecular de 133 kDa e a toxina Cry1Hb isolada de B. 

thuringiensis subsp. morrisoni com massa molecular de131 kDa ainda não tiveram seus alvos 

determinados (CRICKMORE et al., 2007). 

Existem outras proteínas inseticidas como a Cry1I que possuem seis toxinas em seu 

subgrupo: Cry1Ia, Cry1Ib, Cry1Ic, Cry1Id, Cry1Ie e Cry1If. A toxina Cry1Ia foi isolada a 

partir de B. thuringiensis subsp. aizawai HD133 e de B. thuringiensis subsp. kurstaki, que 

codificam este gene a partir dos primeiros estágios de esporulação (MASSON et al., 1998; 

MARTINS et al., 2008, 2010). É tóxica a insetos das ordens Lepidoptera e Coleoptera, com 

massa molecular de 81 kDa. Já a toxina Cry1Ib foi isolada de B. thuringiensis subsp. 

entomocidus e apresenta patogenicidade a alguns insetos das ordens Coleoptera e Lepidoptera, 

como P. xylostella. A toxina Cry1Id apresentou toxicidade às espécies P. xylostella e Bombyx 

mori. As toxinas Cry1Ic e Cry1Ie ainda não tiveram seus alvos identificados, a Cry1If 
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apresentou atividade contra lepidópteros e todas estas toxinas apresentaram massa molecular 

de 81 kDa (CRICKMORE et al., 2007). 

A toxina Cry1J possui quatro membros: Cry1Ja, Cry1Jb, Cry1Jc e Cry1Jd. Estas 

toxinas são ativas a insetos da Ordem Lepidoptera, porém larvas neonatas de A. ipsilon 

apresentaram uma menor sobrevivência e redução no crescimento das larvas apenas em doses 

muito altas. A Cry1Ja e Cry1Jb apresentaram massa molecular de 133 e 134 kDa, 

respectivamente. Já a proteína Cry1Jd é uma nova proteína inseticida (CRICKMORE et al., 

2007). 

A proteína Cry1Ka, considerada tóxica a Artogeia rapae e não a P. xylostella, foi 

isolada de B. thuringiensis subsp. morrisoni e apresentou massa molecular de 137 kDa (KOO 

et al., 1995; CRICKMORE et al., 2007). 

As últimas toxinas da família Cry1, a Cry1La também foi isolada como muitas outras 

a partir de B. thuringiensis subsp. kurstaki (CRICKMORE et al., 2007) e a outra toxina mais 

recente detectada foi Cry1Ma, uma toxina naturalmente truncada presente em uma estirpe 

mexicana denominada LBIT-1189 e forma um cristal bipiramidal (NOGUERA e IBARRA, 

2010). 

 A família de proteínas do tipo Cry2 é formada por nove membros: Cry2Aa, Cry2Ab, 

Cry2Ac, Cry2Ad, Cry2Ae, Cry2Af, Cry2Ag, Cry2Ah e Cry2Ai (CRICKMORE et al., 2012) 

e foram isoladas da subespécie kurstaki. A toxina do tipo Cry2Ab apresenta 89% de 

identidade com a Cry2Aa e é altamente tóxica contra Lymantria dispar (Lepidoptera: 

Lymantriidae), Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) e T. ni e não apresentou 

toxicidade contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). A toxina do tipo Cry2 é produzida por 

estirpes de várias subespécies de B. thuringiensis e apresenta alta atividade larvicida para 

insetos lepidópteros e baixa atividade para dípteros (DANKOCSIK et al., 1990; WU et al., 

1991; PRAÇA et al., 2004). Essas toxinas apresentam peso molecular de 65-70 kDa e formam 
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normalmente cristais cubóides (HOFTE e WHITELEY, 1989; LERECLUS et al., 1989). Em 

2008, foi identificada a proteína Cry2Af com atividade a Helicoverpa armigera (Lepidoptera: 

Noctuidae) (BEARD et al., 2008) e em 2010, a proteína Cry2Ag ativa a insetos da Ordem 

Diptera e Lepidoptera (ZHENG et al., 2010). Mais recentemente foram identificadas as 

proteínas Cry2Ah e Cry2Ai, mas não há informações sobre o seu efeito inseticida até o 

momento (CRICKMORE et al., 2012). 

 

2.3.4 Modo de ação das proteínas Cry  

 

As toxinas Cry e Cyt são, atualmente, conhecidas como toxinas formadoras de poro 

(PFT) que causam lise das células, levando a um choque osmótico (JAMES, 2009; BRAVO et 

al., 2011). O modo de ação das toxinas Cry tem sido caracterizado principalmente em insetos 

lepidópteros e processo pode ser dividido em várias etapas: Solubilização e processamento das 

toxinas, união ao receptor, inserção na membrana, agregação, formação do poro e citólise.  

Para que as proteínas de B. thuringiensis sejam efetivas, é necessário primeiramente 

que os estágios imaturos dos insetos susceptíveis ingiram os esporos e cristais de B. 

thuringiensis.  As inclusões cristalinas ao serem ingeridas são solubilizadas no ambiente 

alcalino do intestino, liberando uma ou mais proteínas chamadas de proteínas Cry 

(KNOWLES, 1994; BOBROWSKI et al., 2003, BRAVO et al., 2005). As protoxinas 

solubilizadas são ativadas pelas proteases intestinais, liberando os polipeptídios tóxicos de 60-

70 kDa (BRAVO et al., 2005). Depois de ativadas, principalmente pelas tripsinas, as 

protoxinas perdem a porção C-terminal e em alguns casos, parte da porção N-terminal, 

ocorrendo a liberação do fragmento tóxico (parte ativa) (MONNERAT e BRAVO, 2000; 

RABINOVITCH et al., 2000; BRAVO et al., 2004). Estes fragmentos ligam-se a receptores 

específicos localizados nas microvilosidades apicais das membranas das células epiteliais do 
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intestino médio dos insetos susceptíveis (HOFFMANN et al., 1988; HÖFTE e WHITELEY, 

1989; BRAVO et al., 1992; RAVOAHANGIMALALA et al., 1993; PIGGOT e ELLAR, 

2007; BRAVO et al., 2007). Esta ligação é bifásica, composta de um passo reversível e outro 

irreversível (HOFFMAN et al., 1988; VAN RIE et al., 1989). O primeiro passo envolve a 

interação entre a toxina monomêrica e seu sítio de união (união reversível), que é um requisito 

básico para que ocorra toxicidade, mas não suficiente (SCHNEPF et al., 1998), então ocorre a 

oligomerização da toxina e a inserção na membrana, levando a formação de poros. 

Subsequentemente, ocorre a lise das células, rompimento do epitelio do intestino médio, 

germinação dos esporos, levando a uma septicemia severa e morte do inseto (DE MAAGD et 

al., 2001; BRAVO et al., 2005). As larvas infectadas por B. thuringiensis perdem sua 

agilidade e o tegumento adquire tonalidade de cor marrom-escura. Após a morte, a larva 

apresenta cor negra característica das infecções provocadas por este microrganismo (HABIB e 

ANDRADE, 1998; SOBERÓN e BRAVO, 2002). 

 

2.4 Microrganismos endofíticos 

 

São denominados de endofíticos todos os microrganismos capazes de colonizar, em 

alguma fase do seu ciclo de vida, o interior de tecidos vegetais, sem causar danos aparentes às 

plantas hospedeiras e sem formar estruturas externas visíveis (CAROLL, 1986; HALLMANN 

et al. 1997; AZEVEDO e ARAÚJO, 2007).  

As bactérias endofíticas foram descritas no século XIX e eram consideradas inócuas 

às plantas. No século XX verificou-se que alguns microrganismos endofíticos, principalmente 

bactérias e fungos, conferiam vantagens aos seus hospedeiros, como proteção contra pragas e 

promoção de crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997; AZEVEDO et al., 2000; 

AZEVEDO et al., 2002). 
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Tais microrganismos foram isolados de flores, frutos, folhas, caules, raízes e sementes 

de várias espécies vegetais e penetraram e colonizaram os espaços inter e intracelulares de 

diferentes tecidos vegetais como parênquima, epiderme, bainha do feixe vascular, xilema e 

floema e outros, de forma sistêmica ou localizada (QUADT-HALMANN et al, 1997; 

GERMAINE et al., 2004). A penetração e colonização destes microrganismos, principalmente 

bactérias, ocorrem pelos estômatos, ferimentos e raízes (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; 

MENDES et al., 2007). A colonização das plantas pelos microrganismos endofíticos foi 

detectada ocorrendo de forma piramidal, com uma quantidade decrescente de microrganismos 

a partir das raízes, caule e folhas. Fato este já observado em plantas cultivadas no campo com 

maior colonização nas áreas basais dos hospedeiros e menores nos ramos e folhas 

(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; MENDES et al., 2007).  

De acordo com as estratégias de vida dos endofíticos, eles podem ser classificados 

em obrigatórios ou facultativos. Os obrigatórios são estritamente dependentes da planta 

hospedeira para seu crescimento e sobrevivência. Os facultativos por outro lado, possuem 

uma fase de seu ciclo dentro da planta hospedeira e outra fase fora da planta hospedeira 

(HARDOIM et al., 2008).  

Estes microrganismos podem ocorrer em muitas, senão em todas as plantas cultivadas, 

e sua diversidade têm sido amplamente relatada nos últimos anos em mandioca, citros, 

eucaliptos, batata-doce e outras. A relação entre a planta hospedeira com a comunidade 

endofítica envolve um processo de co-evolução regido pela sua colonização, que é 

influenciada pelo genótipo, estádio de crescimento, status fisiológico, tipo de tecido da planta, 

práticas agrícolas, além de condições ambientais como temperatura, água e nutrientes 

(HARDOIM et al. 2008, COMPANT et al. 2010, DAVITT et al. 2011, GUNDEL et al. 

2011).  
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A composição da comunidade associada às plantas pode, ainda, ser diferente, 

dependendo da espécie, da cultivar, e até mesmo entre espécies transgênicas e suas 

respectivas progenitoras (ANDREOTE et al. 2010). A co-evolução das plantas com endófitos 

conduz a uma íntima relação, ocasionada por mudanças na informação em nível celular e 

molecular, que podem contribuir de diferentes formas na sanidade e desenvolvimento da 

planta (ARAVIND et al. 2010). 

Dentre os microrganismos relatados como endofíticos, estão algumas espécies do 

gênero Bacillus, que foram encontradas em determinadas plantas cultivadas (AZEVEDO et 

al., 2002; TEIXEIRA et al., 2007; BENEDUZI et al., 2008). Em 2003, Monnerat e 

colaboradores detectaram a presença de B. thuringiensis em raízes de algodão (MONNERAT 

et al., 2003).  Em 2007, 482 microrganismos foram isolados de plantas de mandioca 

provenientes dos Estados de São Paulo, Bahia e Amazonas, dentre eles, o gênero Bacillus foi 

o que apresentou o maior número de espécies. Um dado importante deste trabalho foi a 

identificação de B. thuringiensis como bactéria endofítica (TEIXEIRA et al., 2007). Além 

disso, outros estudos mostraram que Bacillus podem ser isolados de sementes e plântulas de 

Eucalyptus, e podem ser transmitidos verticalmente via semente (FERREIRA, 2008).  

A associação dos microrganismos endofíticos com seus hospedeiros, na maioria das 

vezes, é simbiótica ou mutualística. Diversos são os benefícios atribuídos à utilização de 

determinadas espécies endofíticas, como proteção, produção de fitohormônios, produção de 

antibióticos e fixação de nitrogênio.  Todos estes fatores podem direta ou indiretamente, 

favorecer o crescimento e desenvolvimento de mudas, resistência a nematóides e diversos 

patógenos, bem como a tolerância a condições ambientais e nutricionais adversas (VERMA et 

al., 2001; STROBEL e DAISY, 2003).  

Dentro do controle biológico, o uso de microrganismos endofíticos tem gerado bons 

resultados no controle de patógenos de plantas. Muitos endofíticos, como Pseudomonas 
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fluorescens, Pantoea agglomerans, Acinetobacter lwofiii, Bacillus sp., e outros apresentam 

ação fungicida e bactericida contra espécies como Sclerotium sclerotiorum, S. rolfsii, P. 

syringae, Rhizoctonia solani, Ralstonia solanacearum e outros pela produção de proteases, 

celulases e quitinases que degradam a parede celular ou pela produção de sideróforos 

(REMUSKA e PRIA, 2007, MELNICK et al., 2011; BENEDUZI et al., 2008).  

A proteção antipatogênica mediada por endofíticos também foi observada contra os 

nematóides Meloidogyne incognita, Helicotylenchus spp, Tylenchorhynchus spp, Radopholus 

similis e Dytylenchus dipsaci por Bacillus firmus, endófito que coloniza diversas espécies de 

plantas (MEJÍA et al., 2008, AKHTAR e SIDDIQUI, 2008, MENDOZA e SIKORA, 2009). 

O único caso de microrganismo endofítico controlando insetos-praga relatados no 

fiinal do século XX foi com a espécie Clavibacter xyli subsp. cynodontis, na qual foi 

introduzido um gene cry1Ac de B. thuringiensis. Esta bactéria transgênica foi comercializada 

com o nome de “Incide”, e foi utilizada para o controle da broca do milho (Ostrinia nubilalis). 

Foi verificado que a presença do gene de B. thuringiensis não alterou a capacidade endofítica 

da bactéria em colonizar milho (FAHEY et al., 1991). Em 2007/2008, no Laboratório de 

Bactérias Entomopatogênicas da Embrapa, estudos com algodão e couve tratados com B. 

thuringiensis HD-1 demostraram que além de colonizar estas espécies vegetais, B. 

thuringiensis podem também de forma sistêmica controlar os insetos-praga Spodoptera 

frugiperda e P. xylostella, respectivamente (MONNERAT et al., 2009).  

Até então, praticamente todas as pesquisas feitas relatavam o potencial de Bacillus 

spp. apenas no controle biológico de fitopatógenos e como produtores de hormônios de 

crescimento (SENTHILKUMAR et al., 2007). Nenhum relato referia-se aos Bacillus 

endofíticos como agente de controle biológico de insetos-praga. 

Além deste grupo da Embrapa, um grupo de pesquisa de Uganda demostrou a 

colonização de Beauveria bassiana em banana (Musa spp.) e a redução da população de 
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Cosmopolitus sordidus (Coleoptera: Curculionidae), praga de grande importância na cultura 

da banana (AKELLO et al., 2008). 

Os microrganismos endofíticos podem atuar nas plantas como excelentes promotores 

de crescimento, sendo relatada a eficiência em plantas de cana-de-açúcar e no aumento 

significativo do rendimento dos grãos de arroz (BANDARA et al., 2006; TING et al., 2008). 

Trabalhos semelhantes com Eucalyptus demonstraram que a inoculação de bactérias 

endofíticas do gênero Bacillus, Pseudomonas e Stenotrophonoma estimulou a formação de 

estacas, o enraizamento e a produção de biomassa radicular em Eucalyptus globulus (DIAS et 

al., 2009).  

Um dos principais mecanismos de promoção de crescimento das plantas mediada por 

microrganismos endofíticos é a produção de fitohormônios, como o ácido indol acético 

(AIA), giberelinas, citocininas e outros (FORCHETTI et al., 2007; KANG et al., 2009, 

PÉREZ-GARCIA et al., 2011).  

Muitas bactérias endofíticas produzem esses hormônios, que podem auxiliar na 

sobrevivência da planta, principalmente em espécies que crescem sob condições de estresse, 

como seca e salinidade (FORCHETTI et al., 2007, ARDANOV et al., 2011). Dentre os 

microrganismos relatados como endofíticos, estão algumas espécies do gênero Bacillus que 

apresentaram AIA positivo, e que poderão ser estudados como promotores de crescimento 

(TEIXEIRA et al., 2007, BENEDUZI et al., 2008).  

Além da produção de fitohormônios, as bactérias podem atuar como fixadoras 

biológicas de nitrogênio (FBN). Estes microrganismos utilizam o nitrogênio do ar (N2) porque 

possuem a capacidade de catalisar a redução do nitrogênio molecular à amônia e incorporar 

esse nitrogênio em suas moléculas orgânicas (aminoácidos e proteínas). As plantas absorvem 

nitrogênio presente na atmosfera na forma de amônia e nitrato, porém tal absorção é ínfima, 

sendo necessária a suplementação com fertilizantes, com custos elevados para a agricultura. 



 

 

 23 

Desta forma a fixação biológica de nitrogênio aparece como uma alternativa economicamente 

viável e menos impactante (GOVINDARAJAN et al., 2007). Como alternativa, aparecem os 

microrganismos endofíticos que ao colonizarem raízes, caules e folhas das plantas, sofrem 

menos competição do que as bactérias presentes no solo e disponibilizam parte do nitrogênio 

por eles fixado diretamente para a planta. São vários os microrganismos fixadores de 

nitrogênio, podendo-se citar Gluconacetobacter, Hesbaspirillum, Burkholderia, Rhizobium e 

outros (BALACHANDAR et al., 2006).  

Os fixadores de N2, também, estão presentes entre os bacilos isolados de solos 

brasileiros, alguns deles de solos do cerrado. Um grupo de pesquisadores do IM-UFRJ isolou 

e caracterizou bacilos fixadores de N2, alguns deles foram identificados como Bacillus 

polymyxa; outros nomeados Bacillus azotofixans (DROZDOWICZ et al., 1997). Uma das 

finalidades da pesquisa foi buscar marcas genéticas para futura aplicação em experimentos 

sobre recombinantes e um novo plasmídeo foi identificado pela primeira vez em B. polymyxa 

(SELDIN et al., 1984; ROSADO e SELDIN, 1993). Em algumas bactérias deste gênero 

foram detectados atividade da enzima nitrogenase em várias espécies, tais como B. 

megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. circulans, B. licheniformis, B. subtilis, B. brevis e B. 

firmus. Em 2003, outro trabalho mostrou o isolamento de 14 linhagens de Bacillus capazes de 

fixar N2, em lavouras de oito localidades no Rio Yangtze, China (XIE et al., 1998, 2003). Em 

2005, foi demonstrada pela primeira vez a fixação de nitrogênio ocorria em Bacillus 

marisflavi e Paenibacillus massiliensis e à presença de gene nif no genoma de ambas as 

espécies (DING et al., 2005). 

A capacidade de fixar nitrogênio é determinada pelo complexo enzimático da 

nitrogenase e as bactérias que possuem este complexo são chamadas diazotróficas 

(NEWTON, 2000). Estes microrganismos representam grande benefício para a agricultura 

nacional. A produção de soja no Brasil é um exemplo da eficiência da FBN e com o processo 
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de inoculação são economizados R$ 660,00/ha. Considerando que 23,5 milhões de hectares 

são plantados com soja no Brasil, a economia proporcionada pela não utilização de adubos 

nitrogenados é da ordem de R$ 15,5 bilhões, algo em torno de US$ 9 bilhões de dólares 

(MENDES et al., 2012). Os benefícios da fixação biológica são imensos, pois a economia na 

utilização de adubos nitrogenados diminui as perdas por lixiviação que podem resultar no 

acúmulo de formas nitrogenadas, particularmente nitrato (NO
-
3), nas águas de rios, lagos e 

aquíferos subterráneos que atingem níveis tóxicos aos peixes e ao homem. Essa redução 

poderia evitar diversas doenças como câncer e problemas respiratórios que têm sido 

associadas ao consumo de águas contaminadas com nitrato e diminuiria o processo de 

desnitrificação, ou seja, a transformação do NO
-
3 proveniente do fertilizante, em formas 

gasosas, como NO (óxido nitroso) e N2O (óxido nítrico), que contribuem para a diminuição 

da camada de ozônio agravando o efeito estufa tão relacionado às mudanças climáticas 

globais (MENDES et al., 2012). Ao substituir o uso de adubos nitrogenados na cultura da 

soja, a FBN influencia positivamente a qualidade do solo por evitar todos esses problemas 

relacionados à poluição causada por estes adubos. Além disso, o processo industrial que 

transforma o nitrogênio atmosférico em NH3 (amônia) demanda por volta de seis barris de 

petróleo por tonelada de nitrogênio produzido, implicando em grandes quantidades de gás 

carbônico liberadas para atmosfera no momento da produção do adubo nitrogenado 

(MENDES et al., 2012). 

Depois do nitrogênio, o fósforo é o nutriente que mais limita o crescimento das plantas 

e sua deficiência restringe o rendimento das culturas. A razão deste fato é que no Brasil, os 

solos são predominantemente ácidos e normalmente deficientes em fósforo. Organismos com 

habilidade de solubilizar fosfato representam uma alternativa economicamente viável, pois a 

comunidade microbiana é capaz de disponibilizar nutrientes de reservas naturais e enriquecer 

o solo (DIAS et al., 2009). Estudos com Bacillus firmus e Paenibacillus polymyxa 



 

 

 25 

comprovaram o aumento da captação de fósforo e na produção em lavouras de arroz e trigo, 

respectivamente, depois da inoculação destas bactérias (GAUR e OSTWAL, 1972, DATTA et 

al., 1982). Assim, algumas espécies como Bacillus pumillus e Acinetobacter calcoaceticus 

são bactérias conhecidamente endofíticas que auxiliam a planta hospedeira com oferta de 

fósforo através de sua solubilização (KANG et al., 2009; PÉREZ-GARCÍA et al., 2011). O 

principal mecanismo envolvido na solubilização de fósforo é a produção e liberação de ácidos 

pelas bactérias, sendo os ácidos lácticos, itacónico, isovalérico, isobutírico e acético, os mais 

descritos na literatura (VASQUEZ et al., 2000; DIAS et al., 2009). 

Além da solubilização de minerias como fósforo, as bactérias promotoras de 

crescimento são capazes de fornecer à planta ferro (Fe) suficiente em solos com limitação 

desse composto (GLICK, 1995). O ferro é um dos minerais mais abundantes na Terra, é na 

maior parte das vezes encontrado na forma de Fe
+3

, com uma solubilidade extremamente 

baixa. Para superar este problema, estes microrganismos podem produzir e secretar moléculas 

de baixo peso molecular que se ligam ao ferro com uma alta afinidade, denominadas de 

sideróforos (GRAY e SMITH, 2005). Essa ligação também impede a proliferação de 

patógenos. Além disso, algumas plantas podem capturar o complexo ferro-sideróforo 

bacteriano, transportando-os para dentro das células, onde o ferro é liberado do sideróforo e 

fica disponível para a planta (CROWLEY et al., 1988). 

Trabalhos com B. thuringiensis como endofítico e promotor de crescimento são 

praticamente inexistentes. Como esta espécie de Bacillus é conhecida como um importante 

agente de controle biológico de pragas, e que pode atuar como microrganismo endofítico, 

abre-se uma nova perspectiva potencial de sua utilização tanto no controle sistêmico de 

insetos-praga como na promoção do crescimento de plantas de interesse agrícola. Esta nova 

estratégia poderá reduzir algumas desvantagens na utilização de B. thuringiensis como sua 

sensibilidade aos raios ultravioletas e a lavagem pela chuva.  
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Deve-se, então, aprofundar as pesquisas sobre a interação entre B. thuringiensis 

endofítico, plantas cultivadas e insetos-praga, o perfil e as estratégias naturais de colonização 

e permanência destes microrganismos no interior das plantas e seu efeito promotor de 

crescimento, assunto, ainda pouco conhecido. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Selecionar estirpes de B. thuringiensis efetivas contra P. xylostella, compreender os 

mecanismos de absorção destas estirpes de B. thuringiensis em repolho, determinar os 

padrões de colonização e avaliar o efeito sobre o desenvolvimento das plantas de repolho 

viabilizando a sua utilização sistêmica.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar a toxicidade de três estirpes de B. thuringiensis a P. xylostella e realizar a 

caracterização bioquímica, molecular e ultraestrutural dessas estirpes; 

 Avaliar o padrão de colonização das estirpes de B. thuringiensis tóxicas a P. xylostella 

em diferentes híbridos de repolho; 

 Avaliar o efeito das estirpes de B. thuringiensis sobre a germinação e o 

desenvolvimento das plântulas de repolho in vitro, os possíveis mecanismos de ação e 

a ação endofítica sobre larvas de P. xylostella. 
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SELEÇÃO DE ESTIRPES BRASILEIRAS DE Bacillus thuringiensis TÓXICAS A 

Plutella xylostella  

 

RESUMO 

 

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutelidae) é uma praga de grande importância 

econômica, devido aos danos provocados em cultivos de brássicas em todo o mundo. O 

controle desta praga é dificultado pela seleção de populações de insetos resistentes a vários 

inseticidas e pelo seu hábito críptico entre as folhas na cabeça do repolho. A utilização de 

Bacillus thuringiensis (Bt) para controle dessa praga depende da seleção de estirpes com 

elevada eficiência contra o inseto-alvo associada a métodos de aplicação que aperfeiçoem a 

ação da bactéria. Este trabalho teve como objetivo selecionar e caracterizar estirpes brasileiras 

de B. thuringiensis tóxicas a P. xylostella, pertencentes ao Banco de Bactérias de 

Invertebrados da Embrapa quanto ao perfil proteico, molecular e morfológico. As estirpes 

S1905, S2122 e S2124 foram apresentaram toxicidade a traça e valores de CL50 semelhantes 

entre si. S1905 e S2124 apresentaram duas proteínas principais de 130 e 65 kDa, e a S2122 

apresentou apenas a proteína de 130 kDa. Observou-se a presença de fragmentos de DNA de 

tamanho esperado para a detecção de diferentes genes cry1 e cry2 específicos e cristais 

bipiramidais, cubóides e redondos. Os diferentes genes encontrados nas estirpes estudadas são 

de grande importância para o manejo da resistência de P. xylostella aos produtos comerciais à 

base de B. thuringiensis existentes no mercado.  

 

Palavras-chave: Controle Biológico, toxicidade, genes cry 
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SELECTION OF BRAZILIAN STRAINS OF Bacillus thuringiensis TOXIC TO Plutella 

xylostella 

 

ABSTRACT 

 

Plutella  xylostella  (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) is an important economic pest of brassica 

crops worldwide. The control of this pest is hindered by the selection of insect resistant 

populations to various insecticides and by his cryptic habit between the leaves of the cabbage 

head. The use of Bacillus thuringiensis (Bt) for endophytical control of the pest depends on 

the selection of strains high virulent against the target insect. This work aimed to select and 

characterize Brazilian strains of B. thuringiensis toxic to P. xylostella, belonging to the 

Invertebrate Pathogenic Bacteria Culture Collection of Embrapa. Strains S1905, S2122 and 

S2124 were highly toxic to larvae and LC50 values were similar. S1905 and S2124 showed 

two major proteins of 130 and 65 kDa, and S2122 showed only the protein of 130 kDa. It was 

observed the presence of DNA fragments of the expected size for the detection of various 

specific cry1 and cry2 genes and bipyramidal, cuboidal and round crystals. The different 

specific genes found are very important to develop new products with different toxins to be 

used in management of P. xylostella resistant to B. thuringiensis. 

 

Key words: Biological control, toxicity, cry genes 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae), conhecida popularmente como traça-

das-crucíferas, é uma praga causadora de elevados prejuízos em brássicas,  principalmente na 

cultura do repolho (Brassica oleraceae var. capitata), tanto no Brasil quanto em outros países 

produtores, podendo ocasionar reduções de até 60% na produção (CASTELO BRANCO et 

al., 1996; FRANÇA e MEDEIROS, 1999; IMENES et al., 2002).   

Na região central do Brasil, o ataque de P. xylostella no campo ocorre durante todo o 

ano, mas sua maior ocorrência acontece de julho a setembro, principalmente na formação da 

cabeça do repolho, aproximadamente entre quatro a sete semanas após o transplante das 

mudas (CASTELO BRANCO et al., 2003). 

A principal forma de controle no Brasil tem sido realizada através da utilização de 

inseticidas químicos, havendo relatos de até quatro aplicações por semana com redução 

satisfatória dos danos do inseto (VILLAS BOAS et al., 2004). No entanto, esta prática tem 

levado à seleção de populações de insetos resistentes, principalmente onde o cultivo de 

repolho é ininterrupto (BAEKA et al., 2005; PRAÇA et al., 2010). A utilização deste tipo de 

controle de forma inadequada pode resultar em consequências graves ao homem e ao meio 

ambiente. Há, portanto, a necessidade de se reduzir o consumo dos agrotóxicos através do 

emprego de formas de controle mais seguras.  

Os métodos biológicos são uma alternativa ao controle químico e bioinseticidas à base 

de Bacillus thuringiensis e se destacam como os mais utilizados nesse grupo (PRAÇA et al., 

2004). Esta bactéria produz uma ou várias proteínas tóxicas à traça-das-crucíferas 

(MONNERAT et al., 1999, 2007), tendo como grande vantagem de utilização sua 

especificidade, seu efeito não poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos mamíferos e 
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invertebrados e a ausência de toxicidade às plantas (GLARE e O’CALLAGHAN, 2000; 

BRODERICK et al., 2006). 

A utilização de B. thuringiensis (Bt) endofítico para o controle dessa praga depende da 

seleção de estirpes com elevada eficiência contra o inseto-alvo. O objetivo deste trabalho foi 

selecionar novas estirpes brasileiras de B. thuringiensis com alta toxicidade a P. xylostella e 

caracterizá-las quanto ao perfil protéico, gênico e cristalográfico para posteriores estudos no 

controle endofítico desta praga. 

 

2  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Estirpes e condições de crescimento 

 

As três estirpes de B. thuringiensis S1905, S2122 e S2124 utilizadas neste trabalho são 

provenientes da Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Embrapa). Estas estirpes foram isoladas de amostras de solo de diferentes 

partes do Brasil e selecionadas por sua toxicidade a insetos da ordem Lepidoptera em testes 

preliminares realizados contra Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis. A estirpe 

padrão para lepidópteros B. thuringiensis subespécie kurstaki (Btk) HD-1 S1450 foi obtida da 

Coleção de Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus do Instituto Pasteur de Paris e 

foi incluída em todos os testes como controle positivo.  

As estirpes foram crescidas em meio Embrapa (MONNERAT et al., 2007), por 72 h, a 

30 ºC, sob agitação de 200 rpm, até sua completa esporulação e submetidas a bioensaios 

seletivos para avaliação da toxicidade.  

Em seguida, esses mesmos cultivos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30 minutos 

a 4 ºC (BR4i centrífuga Jouan), congelados por no mínimo 16 horas durante à noite, 
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liofilizados por 18 horas em liofilizador Labconco modelo Lyphlock 18 e armazenadas em 

geladeira entre 4 a 10 ºC.  

 

2.2. Bioensaios 

 

As estirpes foram testadas contra lagartas de P. xylostella. Inicialmente foram 

realizados bioensaios seletivos com o caldo fermentado para avaliar a toxicidade a P. 

xylostella, ou seja, verificar se as estirpes eram capazes de causar uma mortalidade superior a 

90% nas lagartas testadas. Em seguida, as estirpes foram submetidas a bioensaios de 

concentração resposta com a cultura bacteriana liofilizada para determinação da concentração 

letal necessária para matar 50% da população testada (CL50). 

 

A - Procedência dos insetos: Para início da criação de Plutella xylostella no laboratório da 

Plataforma de criação de insetos da Embrapa, lagartas e pupas foram coletadas em plantio de 

repolho no Núcleo Rural do Taquara, Distrito Federal. As pupas foram colocadas em gaiolas 

de acrílico e depois da emergência dos adultos, estes foram alimentados em algodão molhado 

com solução de mel a 10%. Os caules de folhas de couve previamente esterilizadas com 

hipoclorito de sódio 0,5% eram mantidos em garrafas de água dentro das gaiolas para que os 

adultos realizassem postura. Depois de três dias, as folhas com as posturas eram transferidas 

para vasilhas plásticas retangulares para eclosão. Depois da eclosão, as lagartas eram 

transferidas para as folhas novas a cada três dias. Após, a empupação, as pupas coletadas 

eram colocadas nas gaiolas de adultos para recomeçar o ciclo. Os insetos eram mantidos a 

temperatura de 26 ± 2 ºC, 60 ± 10% de umidade relativa e fotoperíodo de 12 horas 

(MEDEIROS et al., 2003).  
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B – Bioensaio seletivo: os bioensaios foram realizados, utilizando-se retângulos 

(aproximadamente 3 x 6 cm) de folhas de couve (B. oleracea var. acephala) previamente 

lavadas com esponja em água corrente e desinfetados em solução de hipoclorito a 0,5% por 

20 minutos e enxaguados em água destilada. Na sequência, as folhas foram imersas por 10 

minutos em suspensão contendo 90 mL de água destilada, 10 mL do caldo fermentado e 

espalhante adesivo Extravon (30 mL/1litro). O extravon deve ser utilizado em função da 

cerosidade das folhas. As folhas foram penduradas com auxílio de clipes para secar 

verticalmente em caixas de papelão com barbante como suporte (tipo varal). Após secagem 

completa das folhas, colocou-se uma folha em cada placa de Petri estéril descartável (90 x 15 

mm) previamente identificada forrada com papel filtro. Dez lagartas de terceiro instar de P. 

xylostella foram colocadas em cada placa contendo folha tratada e foram feitas três repetições 

para cada tratamento. Três placas foram utilizadas como controle negativo sem a adição do 

bacilo e a estirpe B. thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1) S1450 foi utilizada como padrão. 

Foram realizados ao todo cinco tratamentos e três repetições em delineamento inteiramente 

casualizado. As placas foram fechadas com filme de PVC transparente e colocadas na sala de 

bioensaios, regulada sob as mesmas condições de temperatura e umidade da sala de criação 

do inseto. A primeira avaliação da mortalidade foi feita 48 horas após o início do ensaio, 

ocasião em que as lagartas vivas foram transferidas para folhas novas livre do bacilo. Ao 

quinto dia (96 horas) foi feita a segunda e última leitura, avaliando-se a mortalidade total das 

lagartas mortas após 96 horas (MONNERAT et al., 1999). As porcentagens médias de 

mortalidade de cada estirpe foram comparadas por análise de variância não paramétrica 

(Kruskal-Wallis) com o auxílio do programa estatístico Sigma Stat (KUO et al. 1992).  

 

C – Bioensaio de concentração-resposta: Para realização do bioensaio, as três estirpes 

bacterianas e o padrão foram liofilizados, conforme descrito no item 2.1. Um grama de cada 
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liofilizado foi ressuspendido em 10 mL de água destilada estéril. Após completa 

homogeneização em agitador tipo “vortex”, obteve-se uma suspensão-estoque na 

concentração de 0,1 g/mL. A partir desta suspensão, foram realizadas diluições seriadas. Um 

mL de cada uma das diluições foi transferido para copos com 99 mL de água destilada e 

espalhante adesivo Extravon (30 mL/litro). Em seguida, os bioensaios de diluições foram 

conduzidos conforme item 2.2. B, utilizando-se nove concentrações de esporos e cristais entre 

0,01 e 100.000 ng/mL. Todos os bioensaios foram realizados em triplicata e em tempos 

diferentes e como padrão foi utilizado B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1e o delineamento 

foi inteiramente ao acaso. Os dados de mortalidade foram analisados através da análise de 

Probit e a concentração letal (CL50) foi determinada (ROBERTSON et al., 2002).  Os valores 

de CL50 foram avaliados por análise de variância com auxílio do programa estatístico Sigma 

Stat (KUO et al. 1992). 

 

2.3 Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS–PAGE 10%) 

 

As quatro estirpes bacterianas tóxicas a P. xylostella foram cultivadas em meio Embrapa 

por 72 horas em incubador rotativo a 28 
o
C e 200 rpm e, em seguida, as proteínas foram 

extraídas de acordo com Lecadet et al. (1991). As culturas bacterianas foram transferidas na 

quantidade de 1,5 mL para tubos Eppendorf de dois mL, previamente autoclavado, e 

centrifugadas a 12.800 x g, em microcentrífuga Eppendorf, por 20 minutos. Os sobrenadantes 

foram descartados e os sedimentos lavados com 1,5 mL de NaCl 0,5 M por 20 minutos. O 

sobrenadante foi novamente descartado e as paredes dos tubos eppendorf foram secas com 

papel filtro. Os sedimentos foram lavados por duas vezes com 1,5 mL de PMSF a 1mM e 

centrifugados a 12.800 x g por 20 minutos. Os sedimentos foram ressuspendidos em 500L 

de PMSF 1 mM e armazenados a –20
o
C. 
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As preparações de esporos-cristais das estirpes foram analisadas por eletroforese em gel 

de poliacrilamida-SDS a 10% (SDS-PAGE), conforme procedimento descrito por Laemmli 

(1970). Alíquotas de 20 L das preparações de esporos-cristais foram diluídas em tampão de 

amostra de proteína 5X (1,5M Tris-HCl, pH 6,8, Glicerol, SDS, 2-Mercaptoetanol, Azul de 

bromofenol) fervidas a 100
º
C por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

10%. Usaram-se 10 L de marcador de proteína de alto e baixo peso molecular (Bench 

Mark
TM

 Prestained Protein Ladder, Invitrogen). A eletroforese foi realizada em aparelho 

Hoefer miniVE vertical electroforesis system – Amersham Pharmacia, contendo tampão de 

corrida 1X (Tris-base, glicina, SDS 10%), a voltagem constante de 120 V, por 3 horas e 30 

minutos. O gel foi corado em solução corante de Comassie blue (40% metanol e 25% de 

Comassie blue 250-R) por uma hora e descorado em solução de metanol 40% e ácido acético 

10%) por 1-2 horas até visualização dos perfis protéicos das estirpes. B. thuringiensis subsp. 

kurstaki (HD-1) foi utilizado como padrão. 

 

2.4 Preparações das amostras de DNA e Reação em cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As quatro estirpes foram caracterizadas por PCR. Este método foi usado para a 

identificação dos genes cry presentes no DNA total das estirpes tóxicas a P. xylostella. Todas 

as reações ocorreram em tubos de polipropileno de 0,2 mL, em um termociclador MJ 

Research, Inc. (PTC-100
TM

). 

O DNA total dos isolados foi extraído segundo a metodologia descrita por Bravo et al. 

(1998). As estirpes foram cultivadas em meio Ágar Embrapa (MONNERAT et al., 2007) a 

30
º
C por 16 horas. Uma alçada de células foi transferida para 100 l de água destilada, 

homogeneizada em vortex, congelada a – 20 
o
C e, em seguida, fervida por 10 minutos para 

lisar as células. Depois, o material foi centrifugado a 12.800 x g por 30 segundos, em 
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microcentrífuga Eppendorf. O sobrenadante sem o pellet foi transferido cuidadosamente para 

outro tubo Eppendorf e a reação em cadeia da polimerase (PCR) foi então preparada. Para a 

realização das PCRs, 15 L do sobrenadante da cultura foram transferidos para um tubo 

contendo 0,5 M de cada iniciador, 0,2 µM de dNTP mix, tampão de Taq 1x e 2,5 U de Taq 

DNA polimerase (5.0 U) em um volume total de 50 L. 

Foram usados iniciadores gerais para identificação dos genes cry1, cry2, cry3, cry5, 

cry8, cry11, cry12, cry14, cry17, cry19, cry21, cry24, cry27, cry32, cry39, cry40, cyt1 e cyt2 

e específicos para identificação dos genes cry1, cry2, cry3, cry4, cry8, cry9, cry10, cry13, 

cry25, cry29 e cry30 (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Características dos iniciadores utilizados nas reações de PCR. 

Oligos Sequência Genes 

Bandas 

de DNA 

(pb) 

Cristal 

protéico 

(kDa) 

Tm 

(ºC) 

 

cry1 

Ceron et 

al.,1995 

 

 

 

5’TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA3’ (d)
1 

5’TATCGGTTTCTGGGAAGTA3’ (r)
2 

cry1Aa 

cry1Ab 

cry1Ac 

cry1B 

cry1C, 

cry1D 

cry1Ea 

cry1Eb 

cry1Fa 

272 

284 

272 

290 

284 

 

275 

290 

284 

133 

130 

133 

140 

132-134 

 

133 

133 

132-134 

 

 

 

48 

cry1 

Ceron et 

al., 1994 

5’TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA3’ (d) 

5’TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA 3’ (r) 

 

 

cry1Aa 

 

246 133 53 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

5’CAGCCGATTTACCTTCTA 3’ (d) 

5’TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA3’ (r) 

cry1Ad 171 133 53 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

5’GTTAGATTAAATAGTAGTGG 3’ (d) 

5’TGTAGGTGGTACTGTTATTG 3’ (r) 

cry1Ac 180 133 53 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

5’AACAACTATCTGTTCTTGAC3’ (d) 

5’CTCTTATTATACTTACACTAC3’ (r) 

 

 

cry1Ab 216 130 53 
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Oligos Sequência Genes 

Bandas 

de DNA 

(pb) 

Cristal 

protéico 

(kDa) 

Tm 

(ºC) 

 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

5’CTTCATCACGATGGAGTAA3’ (d) 

5’CATAATTTGGTCGTTCTGTT3’ (r) 

cry1B 367 140 53 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

5’AAAGATCTGGAACACCTTT 3’ (d) 

5’CAAACTCTAAATCCTTTCAC 3’ (r)  

cry1C 130 134 53 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

 

5’CTGCAGCAAGCTATCCAA3’ (d) 

5’ATTTCAATTGTCAAGGCCTG3’ (r) 

cry1D 290 132 53 

cry1 esp. 

Ceron et 

al., 1994 

 

5’GTATAAGTGGAGGGATCCATATG3’ (d) 

5’GGATCCCTACATGTTACGCTT3’ (r) 

cry1I 2100 72 

 

 

54 

cry2 

Ben ravo 

et al., 

1998 

5’GAGTTTAATCGACAAGTAGATAATTT3’ 

(d) 

5’GGAAAAGAGAATATAAAAATGGCCAG3’ 

(r) 

cry2 526 72 51 

cry2Aa 

et al., 

1997 

5’GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG3’  (d) 

5’GAGATTAGTCGCCCCTATGAG 3’ (r) 

cry2Aa 498 72 53  

cry2Ab 

Ben-Dov 

et al., 

1997 

5’GTTATTCTtAATGCAGATGAATGGG3’ (d) 

5’TGGCGTTAACAATGGGGGGAGAAAT3’ (r) 

cry2Ab 546 72 54 

cry2Ac 

Ben-Dov 

et al., 

1997 

5’GTtATtCTTAATGCAGATGAATGGG3’  (d) 

5’GCGTTGCTAATAGTCCCAACAACA 3’ (r) 

cry2Ac 725 72 54 

cry3 

Ceron et 

al., 1995 

5’TTAACCGTTTTCGCAGAGA3’ (d) 

5’TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG3’ (r) 

cry3A 

cry3B, 

cry3C 

cry3Cb 

cry3Cc 

cry3D 

cry3F 

cry3G  

 

 

703 

709 

694 

718 

652 

733 

 

 

73 

 

 

48 

cry4 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’CGTTTTCAAGACCTAATAATATAATACC3’ 

(d) 

5’CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT3’ (r) 

 

cry4B 321 72 50 
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Oligos Sequência Genes 

Bandas 

de DNA 

(pb) 

Cristal 

protéico 

(kDa) 

Tm 

(ºC) 

 

cry5+12+ 

14+21 

Bravo et  

al., 1998 

 

5’TTCGTAAATTGGTCAATCAAGCAA3’ (d) 

5’AAGACCAAATTCAATACCAGGGTT3’ (r) 

cry5Aa, 

cry5Ab, 

cry5Ac, 

cry5B 

cry12 

cry14 

cry21 

474 

 

 

 

477 

483 

489 

152-142 

135-140 

142 

132 

 

 

50 

cry8 

Bravo et 

al., 1998 

5’ATGAGTCCAAATAATCTAAATG 3’ (d) 

5’TTTGATTGAATGAGTTCTTCCACTC3’ (r) 

cry8A 

cry8B 

cry8C 

 

376 

131 

134 

130 

 

49 

cry9 esp. 

Bravo et 

al., 1998 

5’GTTGATACCCGAGGCACA3’ (d) 

5’CCGCTTCCAATAACATCTTTT3’ (r) 

 

cry9A 

 

571 

 

130 

 

51 

cry9 esp. 

Bravo et 

al., 1998 

 

5’TCATTGGTATAAGAGTTGGTGATAGCA 3’ 

(d) 

5’CCGCTTCCAATAACATCTTTT3’ (r) 

 

 

 

cry9B 

 

402 

 

130 

 

51 

cry9 esp. 

Bravo et 

al., 1998 

 

5’CTGGTCCGTTCAATCC3’ (d) 

5’CCGCTTCCAATAACATCTTTT3’ (r) 

 

cry9C 

 

306 

 

130 

 

51 

cry10 

Ibarra et 

al., 2003 

5’TCAATGCTCCATCCAATG3’ (d) 

5’CTTGTATAGGCCTTCCTCCG3’ (r) 

 

cry10 348 78 

 

51 

cry11 

Bravo et 

al., 1998 

 

 

 

5’TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC3’ (d) 

5’CATTTCTACTTGAAGTTGTTAATCCC3’ (r) 

 

 

 

 

cry11A 

cry11B 
305 

 

 

72 

81-84 

 

 

 

50 

cry13 

Bravo et 

al., 1998 

5’CTTTGATTATTTAGGTTTAGTTCAA3’ (d) 

5’TTGTAGTACAGGCTTGTGATTC3’ (r) cry13 313 88 

 

50 

cry17+27 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’CATTGTTCTACTTGGTATAA3’ (d) 

5’GATACAATTACATCTCCTCCTGTA 3’ (r) 

cry17 

cry27 

832 

895 
72 

 

47 

cry25 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’GGCTTCTAGATCAGGAGATGG3’ (d) 

5’CATCATAATCAGAGCGCAGG 3’ (r) 

cry25 560 

76 

53 

cry19+39 

Ibarra et  

al., 2003 

5’AAGCTGCGAATCTGCATTTACTTTT3’ (b) 

5’CTCATAATTTTCCGTCCATAAAT 3’ (r) 

cry19Aa 

cry19Ba 

cry39 

616 

631 

619 

 

75 

 

51 
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Oligos Sequência Genes 

Bandas 

de DNA 

(pb) 

Cristal 

protéico 

(kDa) 

Tm 

(ºC) 

 

cry24+40 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’TTATCAATGTTAAGGGATGC3’ (d) 

5’ACTGGATCTGTGTATATTTTCCTAG3’ (r) 

cry24Aa 

cry40Aa 

 

 

 

304 

366 

 

76 

 

48 

cry29 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’TCAGCTCCAATAACTGGTG 3’ (d) 

5’GCATGTCATCCCCTTGTCTA3’ (r)  
cry29 451 

 

74,4 

 

 

 

50 

cry30 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’AACTCACACATCCTCCATCG3’ (d) 

5’ATCGAAGGCAATCATTCG3’ (r) 
cry30 265 

 

77,8 

 

50 

cry30 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’TGGTCGGGAGAGAATGGATGGA3’ (d) 

5’ATGTTTGCGACACCATTTTC 3’ (r) 

cry32Aa 

cry32Ba 

cry32Ca 

cry32D 

 

677 

 

676 

 

82 

 

54 

cyt1 

Bravo et 

al., 1998 

 

5’ AACCCTCAATCAACAGCAAGG 3’ (d) 

5’ GGTACACAATACATAACGCCACC3’ (r) 

cyt1Aa 

cyt1Ab 

522 

525 

 

27 

 

51 

cyt2 

Ibarra et 

al., 2003 

 

5’ ATTACAAATTGCAAATGGTATTCC 3’ (d) 

5’ TTCAAACATCCACAGTAATTTCAAATGC 

3’ (r) 

cyt2Aa 

cyt2Ba 

cyt2Bb 

cyt2Ca 

355 29 

 

50 

 

Uma alíquota de 24 L de cada produto de PCR foi misturada com tampão de amostra 

6X e aplicada em gel de agarose 1%. A corrida eletroforética foi processada em Tampão TBE 

1X (Tris-base, Ácido bórico, EDTA 0,5M – pH 8,0). Após a corrida, o gel foi corado com 

brometo de etídio diluído em água na concentração de 1g/mL por 20 minutos, e descorado 

em água destilada por 15 minutos. O gel foi observado em transluminador sob luz UV e 

fotografado em foto-documentador modelo Eagle Eye (Stratagene). As estirpes B. 

thuringiensis subsp. kurstaki (Btk), B. thuringiensis subsp. tenebrionis (Btt), B. thuringiensis 
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subsp. israelensis (Bti), B. thuringiensis subsp. medellin (Btmed) e B. thuringiensis subsp. 

jegathesan (Btjeg) foram utilizadas como padrão. 

 

2.5. Microscopia eletrônica  

 

 As estirpes foram analisadas morfologicamente através de microscopia eletrônica de 

varredura e de transmissão. 

 

2.5.1 Microscopia eletrônica de varredura  

 

A estirpes foram cultivadas em meio Embrapa em incubador rotativo a 200 rpm, a 30 °C, 

por 48 a 72 horas (até completa esporulação). Para a purificação de cristais, foi utilizado o 

protocolo descrito por Thomas e Ellar (1983). Duzentos mL das estirpes selecionadas e do 

padrão B. thuringiensis subsp. kurstaki foram transferidos para tubo Falcon previamente 

autoclavado e esterilizado e centrifugados a 12.800 x g, por 30 minutos, a 5 
o
C (Centrífuga BR4i 

– Jouan). Os sobrenadantes foram coletados para se observar a presença de cristais. Em caso 

positivo, estes eram armazenados. Os sedimentos foram lavados por três vezes em 10 mL de 

uma solução contendo PMSF 0,1 mM e triton 0,01% e ressuspendidos em três mL de solução 

TTN (Triton 1%, Tris HCl 0,05M pH 8 e NaCl 0,01M). Em seguida, as suspensões foram 

sonicadas a três pulsos de 1 minuto, com intervalos de 1 minuto entre cada pulso, para separar os 

esporos dos cristais e durante esta etapa, as amostras foram mantidas no gelo. 

 Os gradientes de sacarose foram preparados em tubos de 30 mL (buckets), nas seguintes 

concentrações: 84%, 79%, 72% e 69%, e sobre os mesmos foram acrescentadas às suspensões de 

esporos-cristais. Os gradientes foram então centrifugados a 23.000 rpm por 50 minutos a 14 
o
C 

(Centrífuga de Alta Performance Beckman Coulter, modelo Avanti MM J-301). Após a 
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centrifugação, as bandas contendo os cristais foram recuperadas, colocadas em novos tubos, e a 

elas foram adicionados igual volume de água. Essas amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm 

por dez minutos, a 4 
o
C (Centrífuga BR4i, Jouan). Os sobrenadantes foram descartados, os 

sedimentos foram ressuspendidos em um mL de solução triton 0,01% e observados no 

microscópio de contraste de fases para confirmação da presença de cristais e lavados novamente 

por duas vezes com a mesma solução de triton. Os sedimentos finais foram ressuspendidos em 

500 L de solução de PMSF 0,1 mM. As amostras foram analisadas em gel de proteínas para 

controle da pureza das mesmas e depois armazenadas a – 20 
o
C. 

As suspensões de cristais das estirpes foram liofilizadas em Liofilizador Christ, modelo 

Alpha 2-4 LD plus. Depois de liofilizadas, as amostras foram depositadas sobre suportes 

metálicos, cobertas com ouro por 180 segundos com o auxílio do metalizador Emitech 

Modelo K550 e observadas em microscópio eletrônico de varredura Zeiss modelo DSM 962. 

 

2.5.2 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

Para observação de esporos e cristais de B. thuringiensis, as culturas bacterianas 

crescidas conforme item 2.1 foram centrifugadas a 8000 rpm por dois minutos (Centrífuga 

Mikro 200 – Hettich), fixadas em 2,5% glutaraldeído e em tampão cocadilato de sódio a 0.1 

M, pH 7.0 por 4 horas e mantidos em agitação “over night”. Os esporos-cristais fixados foram 

lavados por três vezes em tampão cocadilato por 10 minutos e duas vezes em água. Em 

seguida, foram pós-fixados em tetróxido de ósmio a 2% e em tampão cacodilato a 0.2 M por 1 

hora no escuro. Depois de lavados três vezes em tampão cacodilato e duas vezes em água por 

10 minutos, os esporos-cristais bacterianos foram desidratados em série etanólica (10 a 100%) 

por 20 minutos para cada série e em etanol puro para a completa desidratação. Os esporos-
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cristais foram embebidos em resina Epon a 4 ºC sob agitação e incubados a 70 ºC. Cortes 

ultrafinos (60 µm) foram colocados em acetato de uranila a 2% no escuro por 1 hora.  Em 

seguida, os cortes foram lavados em água e observados ao Microscópio Eletrônico de 

Transmissão modelo JEOL1011C. Durante as etapas de preparação das amostras, elas foram 

centrifugadas a 8000 rpm por poucos segundos para formação dos concentrados ou “pellets”. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

As estirpes de B. thuringiensis S1905 e S2122 causaram 100% de mortalidade a 

lagartas de 3°. instar de P. xylostella na avaliação realizada 48 h após exposição das lagartas a 

bioensaios seletivos (Kruskal-Wallis: H3 = 10,8, P = 0,013), enquanto S2124 causou 58,33% 

de mortalidade após mesmo período e 98,33% de mortalidade após 96 horas (Kruskal-Wallis: 

H3 = 3,0, P = 0,392). A mortalidade na testemunha foi de 10% em todos os bioensaios (Tabela 

2).  

 

Tabela 2 – Mortalidade de lagartas de 3° instar de Plutella xylostella tratadas com estirpes 

brasileiras de Bacillus thuringiensis (media ± desvio padrão)  

Estirpes de 

 

 

 

Estirpes 

% de Mortalidade 

 

 

 

 

Percentual of Mortality 

B.thuringiensis 48 horas 96 horas 

S1905 

 

100 ± 0a 100 ± 0a 

S2122 100 ± 0a 100 ± 0a 

S2124 58,33 ± 2,877b 98,33 ± 2,877ª 

S1450 B. thuringiensis subsp. 

kurstaki HD-1 

100 ± 0a 100 ± 0a 

 

 

   Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, não diferem entre si  
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Os resultados de bioensaios após 48 horas apresentaram diferenças significativas entre 

as estirpes. As estirpes S1905 e S2122 foram semelhantes entre si e ao padrão e foram mais 

efetivas em um tempo mais curto contra P. xylostella do que a estirpe S2124. No entanto, a 

toxicidade destas estirpes quando avaliadas e comparadas com a estirpe padrão B. 

thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, 96 horas após o início dos testes, não apresentaram 

diferenças estatísticas significativas.  Os resultados foram similares aos de outros estudos 

desenvolvidos com outras estirpes de B. thuringiensis que mostraram alta atividade a P. 

xylostella (MEDEIROS et al., 2005;  MONNERAT et al., 2007; VIANA et  al., 2009).  

As lagartas mortas em bioensaios seletivos apresentaram corpos flácidos, e 

tegumentos de cor marrom à marrom-escura sem brilho. Nos bioensaios com a estirpe S2124, 

as lagartas que sobreviveram as primeiras 48 horas de bioensaio, apresentaram-se lentas e 

com dificuldade de se movimentar. Estes sintomas são característicos de lagartas infectadas 

por B. thuringiensis e já foram observados por muitos grupos de pesquisa em outros estudos 

com B. thuringiensis (HABIB e ANDRADE, 1998; VIANA et al., 2009).  

A CL50 das três estirpes testadas variou de 2,326 a 4,481 ng/mL (Tabela 3). As estirpes 

apresentaram valores de CL50 semelhantes ao padrão Btk HD-1 (ANOVA: F = 0,348; P = 

0,595). Porém, é importante observar o resultado do bioensaio seletivo com 48 horas (tabela 

1), pois mostrou a capacidade das estirpes S1905 e S2122 de agir mais rapidamente no 

controle de P. xylostella que a estirpe S2124. Essa característica é de grande importância para 

o desenvolvimento de um produto biológico de ação rápida para o controle de insetos-praga. 

Os resultados de semelhança de estirpes de B. thuringiensis com o padrão HD-1 em 

bioensaios seletivos para controle de insetos da ordem Lepidoptera já haviam sido relatados 

por De Souza et al. (1999), Praça et al. (2004) e Monnerat et al. (2007).  
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Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, não diferem entre si pelo intervalo de 

confiança de acordo com a análise de Probit. 

 

Por meio da análise da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE-10%) da 

mistura de esporos e cristais das estirpes S1905 e S2124 verificou-se que as preparações são 

compostas de dois polipeptídios principais de aproximadamente de 130 e 65 kDa (Figura 1), 

semelhantes entre si e ao perfil do padrão B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (HOFTE e 

WHITELEY, 1989; LERECLUS et al., 1993). Já a estirpe S2122 apresentou apenas a 

proteína de 130 kDa. Os perfis protéicos de 130 e 65 kDa correspondem as proteínas Cry1 e 

Cry2 presentes normalmente nas estirpes ativas contra lepidópteros e dípteros (SCHENPF et 

al., 1998, PRAÇA et al., 2004), corroborando com os resultados obtidos nos bioensaios com 

as três estirpes que apresentaram atividade contra P. xylostella. 

Estirpes 
CL50 

(ng/mL) 

Intervalo de confiança 

(95%) 

S1905 3.430±1.513a 1.381 – 5.574 

S2122 2.326±1.732a 0.421 – 24.176 

S2124 4.842±3.261a 1.932 – 13.4987 

S1450 Btk HD-1 4.202±0.558a 0.556 – 5.600 

Tabela 3 – Concentração letal (CL50) das estirpes de B. thuringiensis para matar de 

lagartas de terceiro instar de P. xylostella cinco dias após tratamento (96 horas) 
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Por meio de PCR, usando DNA total das estirpes S1905, S2122 e S2124 e iniciadores 

gerais e específicos, foram obtidos amplicons de tamanhos esperados para a detecção de 

genes das classes cry1 e cry2, compatíveis com as estirpes efetivas contra insetos da Ordem 

Lepidoptera (Tabela 4). 

 

Figura 1 – SDS-PAGE 10% do complexo esporo-cristal das estirpes de B. 

thuringiensis S1905, S2122 e S2124. 1: Marcador Invitrogen Bench Marker 
TM

 

Prestained Protein Ladder; 2: HD-1; 3: S1905, 4: S2122 e 5: S2124 
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Tabela 4 – Perfil protéico, genes cry e tipos de cristais presentes nas estirpes S1450 HD-1, 

S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis 

 

A estirpe S1905 apresentou perfil gênico semelhante ao da estirpe padrão Btk HD-1 

(cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1B, cry2Aa e cry2Ab) (Figura 2). Estes resultados foram 

semelhantes aos resultados apresentados por Praça et al. (2004) para as estirpes S234 e S997 

tóxicas a insetos lepidópteros.  

Estirpes 

 

Perfil protéico 

(kDa) 

Genes cry Tipos de cristais 

S1905 130 – 65 cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, 

cry1B, cry2Aa e cry2Ab 

bipiramidal, esférico 

e cubóide 

S2193 130 cry1Aa, cry1Ab, cry1Ad, 

cry1C e cry1D, cry1F e 

cry2Ab 

bipiramidal, esférico 

e cubóide 

S2195 130 – 65 cry1Aa, cry1E, cry2Aa e 

cry2Ab 

bipiramidal, esférico 

e cuboide 

 

Btk HD-1  

S1450 

130 – 65 cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, 

cry1B e cry2Aa e cry2Ab 

bipiramidal, esférico 

e cubóide 
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Figura 2 - Produtos de PCR obtidos com oligonucleotídeos específicos para genes tipo cry1B, 

através da utilização dos iniciadores CJ9 e DNA das estirpes S1450 HD-1, S1905, S2122 e 

S2224. 1- Marcador de massa molecular, 100bp DNA Ladder (Pharmacia), 2- Controle 

negativo, 3 - HD-1, 4 – S1905, 5- S2122 e 6 – S2124 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Já a estirpe S2122 apresentou sete genes cry1Aa, cry1Ab, cry1Ad, cry1C, cry1D, 

cry1F e cry2Ab. Três genes foram semelhantes ao B. thuringiensis subsp. kurstaki (cry1Aa, 

cry1Ab e cry2Ab) e três genes (cry1Ab, cry1C e cry1D) ao B. thuringiensis subsp. aizawai 

(Bta) (PRAÇA et al., 2004; MEDEIROS et al., 2005). As duas subespécies citadas são 

princípios ativos de bioinseticidas já registrados comercialmente e efetivos para o controle de 

P. xylostella. Os genes cry1C e cry1D presentes na estirpe S2122 são conhecidos como 

codificadores de proteínas tóxicas a S. frugiperda e S. exigua (BRAVO et al., 1998), insetos-

pragas também da Ordem Lepidoptera. No entanto, outros trabalhos relatam baixa toxicidade 

destas proteínas a S. frugiperda, o que pode sugerir a existência de diferenças de 

susceptibilidade entre populações de S. frugiperda a algumas toxinas de Bt, provavelmente 

  1      2    3     4     5     6 
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em função da variabilidade genética existente entre as populações testadas (MONNERAT et 

al. 2006).  

Do total dos genes encontrados na estirpe S2122, quatro deles ( cry1Ad, cry1C, cry1D 

e cry1F) não estão presentes nas estirpes utilizadas como princípio ativo dos produtos 

comerciais e demonstram a grande riqueza gênica desta estirpe brasileira de B. thuringiensis. 

Este fato é de grande importância para o futuro da agricultura mundial, pois representa uma 

ótima perspectiva para a produção de novos bioinseticidas com novas toxinas que poderão ser 

utilizados no manejo de lepidópteros-pragas a campo.  

A presença de um grande número de genes no perfil das estirpes bacterianas pode ser 

uma ótima alternativa no manejo da resistência dos insetos-praga a B. thuringiensis, uma vez 

que quanto maior o número de toxinas, mas difícil dos insetos desenvolverem mecanismos de 

resistência a B. thuringiensis. 

A estirpe S2124 apresentou os genes cry1Ab, cry1E, cry2Aa e cry2Ab (Tabela 3). É 

importante ressaltar que a presença dos genes cry1E e cry1F em estirpes de B. thuringiensis  

de acordo com Bravo et al. (1998) é menos abundante na natureza e alguns grupos de 

pesquisa relataram que estes genes são mais comuns nas regiões dos trópicos úmidos. A 

proteína Cry1E apresenta eficiência distinta no controle de espécies do gênero Spodoptera 

(LOGUERCIO et al., 2001). Já os genes pertencentes ao grupo cry1A estão entre os mais 

frequentes, o que pode ser observado no perfil gênico das estirpes alvo desse estudo e nos 

trabalhos relacionados a algumas coleções no mundo (BRAVO et al., 1998). 

 Todas as estirpes apresentaram genes cry2A. Cardenas et al. (2001) mencionaram que 

a presença desses genes em algumas estirpes é importante, porque esse gene codifica algumas 

toxinas ativas a insetos da ordem Lepidoptera e Diptera. Bourgouin et al. (1988) 

demonstraram que algumas estirpes de B. thuringiensis possuem apenas um gene, enquanto 

outras podem ter múltiplos genes, conforme relatado acima. 



 

 

 69 

 Os genes mais comumente encontrados neste estudo foram os genes cry1Ab e cry2Ab. 

A presença dos genes cry1 e cry2 nas estirpes S1905 e S2124 foram consistentes com a 

produção das proteínas de 130 e 65 kDa (Figura 1), respectivamente. Mas a estirpe S2122 não 

apresentou a proteína de 65 kDa. Provavelmente, o gene para codificação da proteína Cry2 

pode estar silenciado, portanto será importante estudar as características desta estirpe com 

mais detalhes no futuro.  

Todas as estirpes mencionadas neste estudo apresentaram a proteína Cry1Ab. Alguns 

pesquisadores mostraram a toxicidade das proteínas Cry1Ab e Cry1Ac contra P. xylostella 

(MONNERAT et al., 1999; CARDENAS et al., 2001; XIE et al., 2010). Cry1Ab é conhecida 

como a proteína mais tóxica a P. xylostella (MONNERAT et al., 1999). A toxicidade das 

estirpes se deve provavelmente ao efeito das toxinas conjuntas, uma vez que muitos trabalhos 

relatam a alta toxicidade das proteínas Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1B a P. xylostella (BRADLEY 

et al., 1995; MONNERAT et al., 1999).  

Análises ultraestruturais de esporos e cristais de B. thuringiensis por microscopia 

eletrônica de varredura e transmissão mostraram a presença de três diferentes tipos de cristais 

nas estirpes S1905, S2122 e S2124. As estirpes produziram cristais bipiramidais, esféricos e 

cubóides (Figuras 3 e 4). Estas formas vistas através de exames microscópicos podem 

fornecer indicações sobre a atividade inseticida dos cristais de uma estirpe (TAILOR et al., 

1992; LERECLUS et al., 1993; HABIB e ANDRADE, 1998). A morfologia desses cristais é 

semelhante ao B. thuringiensis kurstaki HD-1 como descrito previamente em outros estudos 

com estirpes de B. thuringiensis (PRAÇA et al., 2004; MONNERAT et al., 2007). A presença 

de cristais nas estirpes de B. thuringiensis é a principal característica que distingue esta 

espécie de Bacillus das outras (SEZEN et al., 2010). 

Cristais bipiramidais podem estar associados às proteínas do tipo Cry1, que 

apresentam atividade contra insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera e os cristais cubóides 
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podem estar associados com as proteínas do tipo Cry2 que apresentam atividade contra 

insetos da ordem Lepidoptera e Diptera (DANKOCSIK et al., 1990; BRAVO et al., 1998; 

PRAÇA et al., 2004; MONNERAT et al., 2007). A estirpe de B. thuringiensis subsp. kurstaki 

HD-1 utilizada como padrão apresentou os mesmos cristais que as três estirpes, confirmando 

o observado por Höfte et al. (1988). Os cristais cubóides estavam presentes nas três estirpes 

estudadas, embora este cristal seja conhecido como tóxico a insetos coleópteros (Figura 3), 

mas provavelmente apresentem baixa toxicidade a coleópteros como o observado por Praça et 

al. (2004) em testes contra Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), quando estirpes 

semelhantes ao Btk foram testadas e mostraram a necessidade de altas concentrações destas 

estirpes para o controle desta espécie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Micrografia de varredura da mistura esporo-cristal de B. thuringiensis A - S1905, 

B - S2122, C - S2124 e D - S1450 B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, ce - cristal 

esférico; cb – cristal bipiramidal, ep – esporo e cc - cristal cubóide 

 

 

 

 S997. (A) cb-cristal bipiramidal,  ep-esporo, cc-cristal cubóide; (B) ce-cristal esférico, ep-

esporo; (C) cc-cristal cubóide, cb-cristal bipiramidal 
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Figura 4 - Micrografia de transmissão da mistura esporos-cristais de B. thuringiensis A - 

S1450 (25000x), B - S1905 (30000x), C - S2122 (12000x) e D - S2124 (30000x), cb – cristal 

bipiramidal; ep - esporo; ce – cristal esférico e cc – cristal cubóide 

 

 

A presença das proteínas Cry1 esta associada à atividade a insetos da ordem 

Lepidoptera, conforme demonstrado por Monnerat et al. (2007) e Dos Santos et al. (2009) 

para P. xylostella e espécies do gênero Spodoptera, respectivamente.  

A variabilidade genética entre as estirpes é de grande importância na produção de 

novos bioinseticidas para serem utilizados no manejo integrado de P. xylostella e de outros 

lepidópteros-pragas. A alta toxicidade das estirpes pode estar ocorrendo devido à ação 

sinérgica das toxinas existentes nas estirpes, conforme demonstrado por Monnerat et al. 

(1999) em estudos com estirpes de Bt e as suas toxinas puras, onde a proteína Cry1Ab 

apresentou valores de CL50 semelhantes a estirpe HD-133. Com relação à estirpe S1905, a 

característica que pode estar influenciando na atividade inseticida da estirpe é a presença das 
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proteínas Cry1Ab e Cry1B, pois de acordo com Bradley et al. (1995), a proteína Cry1B é 

ativa contra P. xylostella e pode aumentar a toxicidade da estirpe ou da proteína Cry1Ab. 

Provavelmente, no caso da toxicidade da estirpe S2122 a P. xylostella, as proteínas Cry1Ab e 

Cry1C são provavelmente as responsáveis pela toxicidade ou pelo efeito sinergístico de todas 

as toxinas presentes nesta estirpe. 

Bioensaios futuros com a proteína Cry1B misturada com outras proteínas e 

principalmente com a Cry1Ab deverão ser realizados para avaliar a atividade inseticida destas 

proteínas conjuntas contra P. xylostella. Portanto, torna-se necessário realizar bioensaios com 

proteínas individuais e em conjunto para confirmar a toxina ou toxinas responsáveis pela 

mortalidade (SCHNEPF et al., 1998) contra P. xylostella. A realização destes ensaios será 

importante para avaliar o efeito sinérgico das toxinas, ou mesmo, a interação destas com os 

esporos. 

Todas as estirpes deverão ser cuidadosamente analisadas antes da escolha de uma 

destas estirpes para o desenvolvimento de um novo bioinseticida. As estirpes S2122 e S2124 

são de interesse para a agricultura por apresentarem toxinas diferentes das toxinas dos 

bioinseticidas comerciais existentes no mercado brasileiro. Todas as estirpes poderão ter uma 

ótima aplicação no campo, através da produção de bioinseticidas com preços mais acessíveis 

e compatíveis com a agricultura nacional.  

O desenvolvimento de bioinseticidas é de grande importância para auxiliar na 

manutenção da sustentabilidade dos sistemas de produção, conferindo níveis adequados e 

consistentes de controle, além de poder ser utilizado na agricultura orgânica. É ainda, um 

processo importante para atender a demanda dos consumidores por produtos e alimentos mais 

saudáveis e livres de resíduos.  

Produtos com diferentes estirpes de B. thuringienis poderão ser utilizados no manejo 

da resistência de lagartas de P. xylostella a B. thuringiensis, o que já vem sendo realizado em 
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Cuba (FERNANDES-LARREA, 1999), como também poderá ser utilizado no controle 

endofítico desta praga e de algumas outras pragas agrícolas de difícil controle por produtos 

cuja ação ocorre por contato. Mesmo com o desenvolvimento de novos produtos, é necessária 

a combinação de estratégias de controle como monitoramento da praga, uso de inimigos 

naturais, rotação entre produtos biológicos e químicos, rotação de culturas, entre outras.  

Os genes das estirpes de B. thuringiensis alvo desse estudo poderão também ser 

utilizadas para a construção de plantas geneticamente modificadas para o controle de outros 

lepidópteros-praga. 

 

4 CONCLUSÕES 

 

Este trabalho possibilitou a identificação de três estirpes brasileiras com alta 

toxicidade a P. xylostella. As estirpes causaram 100% de mortalidade em bioensaios seletivos 

e os valores de CL50 variaram entre 2,33 a 4,84 ng/mL, apresentando resultados de toxicidade 

semelhantes ao padrão. 

A análise molecular por PCR mostrou que as estirpes S1905, S2122 e S2124 

apresentaram os mesmos fragmentos de DNA para os genes cry1Aa e cry2Ab, além de outros 

genes com o cry1Ab, cry1Ac, cry1B e cry2Aa para a estirpe S1905, cry1Ab, cry1Ad, cry1C e 

cry1D, cry1F para a estirpe S2122 e cry1E e cry2Ab para a estirpe SS2124, demonstrando a 

alta variabilidade de genes presentes nestas estirpes. As estirpes S1905 e S2124 apresentaram 

duas proteínas principais de 130 e 65 kDa, e a  S2122 apresentou apenas a proteína de 130 

kDa conhecidas como toxinas efetivas contra P. xylostella. 

Bioensaios futuros com as proteínas puras ainda não estudadas como Cry1B, Cry1D, 

Cry1E e Cry1F misturada com outras proteínas e principalmente com a Cry1Ab deverão ser 

realizados para avaliar a atividade inseticida destas proteínas conjuntas contra P. xylostella. 
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COLONIZAÇÃO ENDOFÍTICA DE PLANTAS DE REPOLHO POR ESTIRPES 

BRASILEIRAS de Bacillus thuringiensis 

 

RESUMO 

Bacillus thuringiensis é uma bactéria de grande importância como agente de controle 

biológico de pragas agrícolas, podendo ser isolada a partir de amostras coletadas em água, 

solo, plantas e insetos mortos. A habilidade de B. thuringiensis em colonizar endofiticamente 

as plantas de repolho cultivadas foi verificada através da inoculação de quatro estirpes de B. 

thuringiensis em diferentes híbridos de repolho no solo, inoculação de estirpes marcadas com 

radioisótopo em cultivo de plântulas in vitro e observação das plantas inoculadas em 

microscópio eletrônico de varredura. A habilidade de B. thuringiensis em colonizar plantas de 

repolho foi verificada através da presença de células vegetativas, esporos e cristais das três 

estirpes brasileiras de B. thuringiensis nas diferentes partes das plantas de repolho. A 

predominância de colonização de B. thuringiensis foi observada nas raízes. Foram 

visualizadas estruturas de B. thuringiensis na superfície das folhas, próximas aos estômatos e 

dentro dos poros estomáticos por microscopia eletrônica de varredura. Este estudo 

demonstrou pela primeira vez a habilidade de estirpes brasileiras de B. thuringiensis em 

colonizar plantas de repolho. 

 

Palavras-chave: Bactéria, penetração, sistêmica, habilidade 

 

 



 

 

 83 

ENDOPHYTIC COLONIZATION BY BRAZILIAN STRAINS OF Bacillus 

thuringiensis ON CABBAGE PLANTS 

 

ABSTRACT 

 

Bacillus thuringiensis is a very important bactera used as biological control agent against 

agricultural pests. It may be isolated from soil, water, plants and dead insects. The ability of 

B. thuringiensis strains in colonize cabbage plants were verified by inoculations of four 

different strains of B. thuringiensis in different hybrids of cabbage in soil, inoculation of 

marked strains with radioisotope and observation of inoculated plants in scanning electron 

microscopy. The endophytic ability of B. thuringiensis to colonize plants was verified by the 

presence of vegetative cells, spores and crystals of the three Brazilian B. thuringiensis strains 

in different parts of cabbage plants. The colonization occurs mainly in roots. The colonization 

was shown on surface, near stoma leaves and inside stomach pores by scanning electron 

microscopy. This study demonstrates for the first time the ability of Brazilian B. thuringiensis 

strains to colonize cabbage plants.    

 

Key words: Bacteria, penetration, systemic, ability 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As bactérias dos gêneros Enterobacter, Bacillus, Methylobacterium, Agrobacterium, 

Serratia, Acinetobacter, Arthrobacter e Pseudomonas são os microrganismos mais frequentes 

encontrados em associações endofíticas. A grande vantagem da colonização endofítica para os 

microrganimos é que os tecidos internos da planta proporcionam um ambiente protegido das 

adversidades do meio, tais como radiação ultravioleta, chuvas e flutuações extremas de 

temperatura, indisponibilidade de nutrientes, entre outros (SILVA et al., 2006); além disso, 

esses organismos podem beneficiar as plantas ao promover seu crescimento e controlar 

biologicamente pragas.  

Bacillus thuringiensis é uma bactéria de ocorrência cosmopolita (KRYWUNCZYK e 

FAST, 1980), sendo encontrada em vários substratos como solo, água, superfície de plantas, 

insetos mortos, teias de aranha e grãos armazenados, em todas as partes do mundo (BRAVO et 

al., 1998). É uma bactéria gram-positiva e aeróbica, podendo facultativamente crescer em 

anaerobiose e é comumente utilizada no controle biológico de insetos. Esta característica se 

deve à presença de inclusões protéicas cristalinas, produzidas durante a esporulação (BRAVO 

et al., 1998; MONNERAT e BRAVO, 2000). Esta espécie é muito sensível aos raios 

ultravioleta (BRAVO et al., 2011), portanto sua utilização sistêmica na planta seria muito 

interessante do ponto vista agronômico. 

Embora B. thuringiensis seja encontrada nas plantas (MONNERAT et al., 2003; 

MADUELL et al., 2007), a forma como esta bactéria penetra nas mesmas ainda não é 

conhecida. Acredita-se que a bactéria respinge nas folhas pelas gotas da chuva e penetre pelos 

estômatos, mas no geral existem poucos estudos que demonstrem a habilidade de B. 

thuringiensis colonizar com sucesso plantas de forma a alcançar insetos do filoplano 

(MONNERAT et al., 2009). Alguns estudos indicam que as espécies de B. thuringiensis 
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encontradas no solo e no filoplano são as mesmas, e que essas bactérias encontradas em folhas 

de repolho são algumas vezes transportadas para as folhas a partir do solo (BIZARRI e 

BISHOP, 2007; MADUELL et al., 2007). Outros estudos demonstraram que a colonização por 

endofíticos parece começar com a migração de bactérias para locais onde sementes estejam 

germinando e raízes crescendo (HINTON e BACON, 1995). Um isolado de Bacillus e outro 

de Pseudomonas aplicados nas sementes de abeto (Picea abis) se movimentaram 

aploplasticamente, nos espaços intercelulares, sendo constatados em ramos, folhas e flores 

(SHISHIDO e CHANWAY, 1999), colonizando endofiticamente as plantas. No entanto os 

mecanismos de penetração e transporte não são bem conhecidos.  

A ecologia de B. thuringiensis também é pouco conhecida. Para sua utilização de forma 

endofítica no controle de insetos-praga é importante conhecer a forma de colonização de B. 

thuringiensis em plântulas de repolho, para que possa ser utilizado no controle de insetos-

pragas que vivem e se alimentam no interior dos tecidos das plantas. 

O Laboratório de Bactérias Entomopatogênicas da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, vem desde 2003 (MONNERAT et al., 2003), estudando uma nova forma de 

controlar P. xylostella utilizando B. thuringiensis na forma endofítica, visando proteger as 

culturas de repolho e outras Brássicas dessa importante praga de hábito críptico. O objetivo 

deste trabalho foi verificar a capacidade de estirpes brasileiras de B. thuringiensis em 

colonizar e persistir em plantas de repolho por isolamento, radiomarcação e microscopia 

eletrônica de varredura. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram realizados três ensaios: o primeiro para verificar a persistência de estirpes de B. 

thuringiensis em diferentes híbridos de repolho, o segundo para detectar as estirpes em 

diferentes partes da planta do repolho através de inoculação de estirpes marcadas com 
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radioisótopos e a terceira para detectar as estirpes nas estruturas do repolho através de 

microscopia eletrônica de varredura. 

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de Bactérias Entomopatogências, 

de Radioatividade, de Apomixia e de Microscopia Eletrônica da Embrapa Recursos Genéticos 

e Biotecnologia, Brasília, DF.  

 

2.1 Estirpes de B. thuringiensis e condições de crescimento 

 

Foram utilizadas quatro estirpes de B. thuringiensis: S1905, S2122 e S2124, 

provenientes do Banco de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia e a estirpe S1450 – B. thuringiensis subespécie kurstaki (Btk) – HD 1 como 

padrão. 

As estirpes conservadas em tiras de papel filtro foram cultivadas em meio Embrapa 

(MONNERAT et al., 2007), incubadas a 28º C, por 72 horas e 200 rpm. Os lotes de cada 

estirpe foram visualizados em microscópio óptico de contraste de fases com aumento de 

1000X para observação de esporos e cristais.  

. 

2.2 Material vegetal 

  

 Sementes de três diferentes híbridos de repolho (Brassica oleracea L. variedade 

capitata) Astro-Plus (Seminis), Sekai (Premium) e Red Dynasty (Seminis) foram utilizadas 

nas avaliações. As sementes foram cultivadas em mistura de solo (terra de subsolo, área 

lavada grossa, esterco curtido e calcário) adubada com NPK (10-10-10) para o ensaio de 

colonização e persistência de estirpes de B. thuringiensis em híbridos de repolho. Para os 

ensaios de detecção de estirpes de B. thuringiensis por radiomarcação e microscopia, as 
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sementes foram cultivadas em meio MS solidificado com 0,7% de Agar e pH 5,8 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962). 

 

2.3 Ensaios de colonização de B. thuringiensis em híbridos de repolho 

 

2.3.1 Ensaio 1 - Colonização e persistência de estirpes de Bacillus thuringiensis em diferentes 

híbridos de repolho  

 

Foram realizados três experimentos com os diferentes híbridos de repolho, um 

experimento para cada híbrido. Foram plantadas oito sementes por vaso (2 litros), em solo não 

estéril adubado e foram colocadas em casa de vegetação por 25 dias. As plantas foram 

molhadas a cada dois dias. Depois de 10 dias do plantio, foi feito o desbaste, deixando-se três 

plantas por vaso. Após 25 dias do plantio, os vasos foram transferidos para uma sala 

climatizada à temperatura de 25 ± 2 ºC e fotoperíodo de 12 horas.  

Depois de 30 dias do plantio, as plantas foram tratadas com as diferentes estirpes de B. 

thuringiensis crescidas por 72 horas. Para cada estirpe foi aplicado um mL na base de cada 

uma das plantas de repolho sobre o solo, em dose única. Após uma semana da aplicação das 

bactérias, as avaliações da capacidade de colonização e persistência das diferentes estirpes de 

B. thuringiensis nos tecidos de repolho foram iniciadas e repetidas a cada quinze dias.  

Para a avaliação, as plantas foram removidas do solo, lavadas em água corrente e 

desinfestadas com hipoclorito a 1% por 10 minutos e lavadas em água destilada estéril por 

três vezes. O solo e cada parte das plantas como raízes, caules e folhas foram pesados 

separadamente e macerados em 5 mL de solução de NaCl estéril (8,5 gramas por litro). Um 

mL de cada amostra foi colocado em dois tubos de polipropileno de dois mL. A primeira 

amostra foi submetida a choque térmico a 80°C por 12 minutos e 5 minutos em gelo, para 
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eliminar células vegetativas e deixar apenas os esporos. Enquanto na segunda, que não sofreu 

choque térmico, foi feita para verificar o crescimento vegetativo da bactéria. Em seguida 

foram realizadas diluições seriadas decimais. A partir das diluições, alíquotas de 10 µL das 

diluições 10
-1

, 10
-2

, e 10
-3

 das amostras com choque térmico e sem choque foram inoculadas 

em placas de Petri com meio Embrapa Seletivo com penicilina a uma concentração de 100 

µg/mL. A leitura e contagem das colônias presentes nas placas foram realizadas após 12 a 16 

horas de incubação em estufa a 30 °C. Em caso de detecção de alguma contaminação ou 

presença de alguma outra bactéria, as colônias de B. thuringiensis foram contadas e 

reinoculadas em meio Embrapa e crescidas por 72 horas para observação do crescimento 

bacteriano, ou seja, da presença de esporos e cristais de B. thuringiensis por microscopia de 

contraste de fase com aumento de 1000x.  Plantas de repolho sem nenhum tratamento foram 

utilizadas como testemunha. 

Os cinco tratamentos (água, S1450, S1905, S2122 e S2124) foram dispostos na 

prateleira da sala de Interação planta/Bt/praga, inteiramente ao acaso, com um total de cinco 

tratamentos e três repetições para cada um dos híbridos. Esporos por grama de 

solo/raiz/caule/folha foram comparados por análise de variância seguida de teste de Student-

Newman-Keuls para comparação de médias ou quando os dados não cumpriam as premissas 

necessárias foi usada análise de variância não paramétrica (Kruskal-Wallis) e as diferenças 

entre as médias foram comparadas pelo teste de Dunn com auxilio do programa SigmaStat 

(KUO et al., 1992). Estas análises foram realizadas apenas para avaliação da persistência das 

estirpes de B. thuringiensis no solo e nas diferentes partes das plantas de repolho na última 

semana de cada um dos experimentos. 
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2.3.2 Ensaio 2 - Colonização repolho por estirpes de B. thuringiensis marcadas com 

radioisótopo -Metionina 
35

S 

 

Para o ensaio de marcação de estirpes de B. thuringiensis com Metionina 
35

S, 

sementes de repolho foram desinfestadas superficialmente em etanol 70% por 5 minutos, e em 

hipoclorito de sódio 2 % adicionado de Tween 20 (0,01%) por 30 minutos. Após este período, 

as sementes foram lavadas por três vezes em água destilada estéril e foram transferidas para 

papel filtro autoclavado para retirar o excesso de água. Após a desinfestação, as sementes 

foram plantadas em tubos cônicos de 50 mL, contendo 15 mL de Meio MS e foram mantidas 

por 15 dias em sala de cultura a 25 ± 2 °C, destes dias, três deles os tubos foram mantidos no 

escuro. Após 13 dias, as quatro estirpes bacterianas foram inoculadas separadamente em 

placas de Petri contendo meio Agar Nutritivo acrescido de Metionina 
35

S a uma concentração 

de 10 µCi/µL, e mantidas a temperatura ambiente por 48 horas. Em seguida, as placas foram 

raspadas com uma pipeta Pasteur e a massa bacteriana de cada uma das estirpes foi misturada 

a cinco mL de tampão PBS. Destes cinco mL, um mL de cada uma das estirpes foi aplicado 

no pé das plantulas de repolho. Uma planta foi deixada como testemunha. Após cinco dias, as 

plantas foram retiradas do tubo, suas raízes foram limpas com papel absorvente e foram 

colocadas dentro de um papel celofane para secagem em secador de gel por uma hora. Depois 

de secas, as plantas foram acondicionadas em cassete de chumbo e, no escuro, expostas a um 

filme de autoradiografia por um período de 30 dias. Depois deste período, o filme foi imerso 

em solução reveladora, água e solução fixadora, em cada uma das soluções pelo tempo de 1 

min. para observação da radiomarcação. 
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2.3.3 Ensaio 3 - Detecção da colonização de estirpes de B. thuringiensis nas estruturas do 

repolho através de microscopia eletrônica de varredura 

 

Sementes de repolho foram desinfestadas de acordo com a metodologia descrita no 

ensaio 2. Após a desinfestação, as sementes foram tratadas com cada uma das quatro estirpes 

de B. thuringiensis. Água destilada estéril foi aplicada como o controle negativo. As sementes 

foram imersas em 10 mL de cada um dos tratamentos por 5 minutos, e transferidas para secar 

em placas de Petri com papel filtro. Depois de secas, as sementes foram inoculadas em placas 

de Petri com meio MS. Para a germinação das sementes, as placas foram incubadas em sala 

de cultura a 25 ± 2 ºC no escuro. Após três dias, as plântulas foram transferidas para frascos 

de vidro com meio MS, onde foram mantidas por mais 27 dias nas mesmas condições 

descritas acima com fotoperíodo de 12 h.  

Depois de 30 dias, as plântulas foram preparadas para análise em microscópio 

eletrônico de Varredura. Amostras de raízes, caules e folhas das plantas cultivadas in vitro 

foram fixadas com glutaraldeído 2,5%, formaldeído 2,5% e tampão cacodilato de sódio 0,1M 

pH 7,2 por 24 h a 4 ºC. Após essa etapa, as amostras foram submetidas a três lavagens de 15 

min. em tampão cacodilato 0,1 M, seguidas de imersão em solução de tetróxido de ósmio 

(OsO4) a 2% em tampão cacodilato de sódio por 1 h. As amostras pós-fixadas em OsO4 foram 

lavadas em tampão cacodilato 0,1 M, por 2 vezes, a cada 10 min., e por 2 vezes em água 

destilada, a cada 5 min., logo após, submetidas a desidratação em série etanólica crescente de 

(30, 50, 70, 90 e 100% ) permanecendo por 10 minutos em cada uma das concentrações. As 

amostras foram lavadas três vezes por 20 min. em etanol a 100%. Em seguida, foram secas 

pelo método de ponto crítico do CO2, em aparelho Baltec CPD 030 e após montagem em 

suporte metálico, recobertas por “sputtering” com aproximadamente 25 nm de ouro em 
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aparelho MED 010 da Balzers. As amostras devidamente preparadas e identificadas foram 

observadas ao microscópio eletrônico de varredura Zeiss modelo DSM 962. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Ensaio 1 - Colonização e persistência de estirpes de Bacillus thuringiensis em diferentes 

híbridos de repolho 

 

 As estirpes de B. thuringiensis inoculadas próximos às raízes das plantas de repolho 

foram isoladas de todas as partes das plantas de repolho e em todos os híbridos testados e no 

solo. 

No híbrido Astro Plus, os maiores números de esporos por grama das estirpes de B. 

thuringiensis detectados no solo foram observados na 7ª e 9ª semanas após inoculação das 

diferentes estirpes em dose única (Figura 1 A), indicando que o solo é um meio natural 

complexo que influencia o crescimento, a multiplicação e a sobrevivência dos 

microrganismos (RANGASWAMI e OBLISAMI, 1967).  

As maiores quantidades de esporo por grama de raízes das estirpes S1450 e S1905 

foram detectadas na 9ª semana após inoculação de B. thuringiensis, enquanto para as estirpes 

S2122 e S2124 foram detectadas na 7ª semana (Figura 1 C). Com relação à detecção de 

células, as estirpes S1450 e S2124 apresentaram os maiores picos na 5ª e 11ª semanas, 

respectivamente (Figura 1D). Estas estirpes apresentaram uma quantidade de células por 

grama de raízes maior que a quantidade de esporos (Figua 1C), o que demonstra que 

provavelmente estas estirpes utilizaram dos exsudatos das raízes como meio de cultura para 

sua germinação e multiplicação. Além disso, a estirpe S2124 apresentou o maior número 

médio de esporos por grama de solo e de raízes na 11° semana (Figura 1 A e C). 
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Com relação à colonização das folhas do híbrido Astro Plus, a estirpe S1450 foi a que 

mais rapidamente colonizou as folhas, o que pode ser visualizado pela quantidade de 

esporos/g de B. thuringiensis detectado em suas folhas na primeira semana após inoculação 

(Figura 1G). Esta mesma estirpe, além de colonizar as folhas de repolho, germinou e 

multiplicou-se nas mesmas. Este resultado pode ser visualizado pelo isolamento de uma 

quantidade de células superior à quantidade de esporos/g de folhas (Figura 1G e 1H). 

Resultado semelhante foi apresentado pela estirpe S2124, exceto no início do processo de 

colonização pelos esporos (Figura 1G). Estes resultados podem ser um ótimo indício para 

utilização sistêmica destas duas estirpes no controle de lagartas desfolhadoras como P. 

xylostella. No entanto em função da dificuldade de manutenção de altas quantidades de 

esporo durante a 2ª e 7 ª semanas, é importante a avaliação da utilização de doses mais altas e 

com uma maior frequência para aumentar a capacidade inicial de colonização e 

estabelecimento destas estirpes nas plantas antes que as mesmas encontrem limitações de 

natureza biótica e abiótica ao seu desenvolvimento.  
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Figura 1 – Colonização de solo (A e B), raízes (C e D), caules (E e F) e folhas (G e H) de 

plantas de repolho do híbrido Astro Plus por estirpes de B. thuringiensis durante 11 semanas 

  

A interação das estirpes S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis com o híbrido 

Sekai apresentaram semelhança no perfil inicial de colonização dos esporos no solo, com 
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exceção da estirpe S1450 que apresentou um pico de colonização somente na terceira semana. 

Algumas estirpes apresentaram uma queda acentuada na capacidade de colonização nas duas 

semanas seguintes aos seus respectivos picos (Figura 2A). Este fato pode estar relacionado a 

vários fatores como à atividade dos microrganismos antagonistas e a ação de antibióticos 

(PEREIRA, 2000) sobre a população de B. thuringiensis, como também a presença de uma 

população nativa (controle) de células de B. thuringiensis no solo utilizado para o plantio das 

semeNtes de repolho (Figura 2B). Com relação à colonização das raízes pelas estirpes de B. 

thuringiensis inoculadas no solo, apenas a estirpe S2122 apresentou uma rápida colonização 

na 1ª semana após a inoculação e depois uma queda acentuada (Figura 2C e D), que se deve 

provavelmente ao fato da região das raízes ser extremamente influenciada pelos 

microrganismos rizosféricos, onde a colonização e o crescimento microbiano podem ser 

beneficiados ou inibidos (PEREIRA, 2000). Esta estirpe pode ter encontrado condições 

desfavoráveis ao seu desenvolvimento neste ambiente que talvez pudesse ser melhorado 

através de doses mais altas e frequentes de B. thuringiensis nas inoculações, favorecendo a 

colonização dos esporos e células de B. thuringiensis nos caules e folhas das plantas de 

repolho logo na primeira semana após a inoculação. 

Com relação à persistência, foram observadas diferenças estatísticas na persistência de 

esporos de B. thuringiensis nas raízes das plantas de repolho do híbrido Sekai (Figura 2A), 

mostrando que as estirpes S1450 e S1905 apresentaram valores de colonização (esporos/g) no 

solo superiores ao controle e às estirpes S2122 e S2124 (ANOVA: F = 7,713; P = 0,004). Os 

exsudatos radiculares contêm uma diversidade de compostos como açúcares, ácidos 

orgânicos, aminoácidos, peptídeos, nucleotídeos, vitaminas e outros compostos 

biologicamente ativos (PEREIRA, 2000), que podem ter influenciado a colonização, 

crescimento e multiplicação de B. thuringiensis nas raízes das plantas de repolho. Este 

resultado indica que estas estirpes poderão futuramente ser utilizadas de forma sistêmica para 
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o controle de pragas de raiz, devido ao sucesso da colonizar das mesmas nas  raízes de 

repolho, mesmo após nove semanas da inoculação em dose única e de apenas um mL.  

Figura 2 – Colonização de solo (A e B), raízes (C e D), caules (E e F) e folhas (G e H) de 

plantas de repolho do híbrido Sekai por estirpes de B. thuringiensis durante 9 semanas 
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O experimento com híbrido Red Dynasty foi conduzido por apenas sete semanas, em 

função de um ataque de mosca branca ocorrido durante o desenvolvimento das plantas e as 

mesmas não terem resistido aos danos ocasionados pelo ataque por um período mais longo. 

No híbrido Red Dynasty, a estirpe S1450 apresentou um pico inicial de colonização do 

de esporos e células por grama de solo na 3ª semana após inoculação (Figura 3A e B) e todas 

as outras estirpes testadas apresentaram o maior pico de colonização pelas células de B. 

thuringiensis na 7ª semana (Figura 3A). A estirpe S1450 apresentou uma capacidade de 

colonização inicial maior que a capacidade das outras estirpes, além de um estabelecimento 

no solo com a mesma intensidade por cinco semanas seguidas (Figura 3A e B). Este mesmo 

comportamento não foi visualizado nas raízes (Figura 3 C e D), provavelmente em função da 

competição exercida por microrganismos antagonistas presentes nas raízes. Entretanto, depois 

de um período provável de adaptação a estirpe S1450 conseguiu voltar a crescer e multiplicar-

se. Este resultado indica que esta estirpe provavelmente utilizou os exsudatos produzidos 

pelas raízes para seu crescimento e multiplicação nas raízes das plantas (Figura 3C).  O 

mesmo foi observado para a estirpe S1905 o que pode ser observado pelo número de células/g 

isoladas das raízes de repolho na 5ª semana após a inoculação (Figura 3D).  

Com relação ao híbrido Red Dynasty (Figura 3A), foram observadas diferenças 

estatísticas na persistência de esporos de B. thuringiensis no solo, mostrando que todas as 

estirpes apresentaram quantidades de esporos por grama de solo superior ao controle 

(Kruskal-Wallis: H = 14; DF = 4 e P = 0,007). 
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Figura 3 – Colonização de solo (A e B), raízes (C e D), caules (E e F) e folhas (G e H) de 

plantas de repolho do híbrido Red Dynasty por estirpes de B. thuringiensis durante 7 semanas 

 

A relação entre a planta hospedeira com a comunidade endofítica envolve um processo 

de co-evolução regido pela sua colonização, que é influenciada pelo genótipo, estádio de 
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crescimento, status fisiológico, tipo de tecido da planta, práticas agrícolas, além de condições 

ambientais como temperatura, oferta de água e nutrientes (HARDOIM et al. 2008, 

COMPANT et al. 2010, DAVITT et al. 2011, GUNDEL et al. 2011).  

A composição da comunidade associada às plantas pode, ainda, ser diferente, 

dependendo da espécie, do cultivar, e até mesmo entre espécies transgênicas e suas 

respectivas progenitoras (ANDREOTE et al. 2010). 

Os resultados obtidos indicam que o híbrido Sekai apresentou resultados interessantes 

de colonização de raízes pelas estirpes S1450 e S1905. Estes resultados de colonização e 

persistência das estirpes abrem uma nova perspectiva para o controle de pragas de solo e 

mostram que as raízes promovem um ambiente propício ao desenvolvimento de 

microrganismos em função de exsudatos produzido pelas mesmas e, ainda, em função de B. 

thuringiensis ser uma bactéria que habita mais comumente o solo (FORSYTH e LOGAN, 

2000; IBARRA et al., 2003; MOHAMED et al., 2007).  

Estes resultados poderão ser utilizados para estudos futuros com aplicação de estirpes 

de B. thuringiensis marcadas para diferenciá-las das nativas, além de doses mais altas e com 

uma maior frequência visando intensificar a colonização de B. thuringiensis no solo, a 

penetração nas raízes pelas aberturas naturais, chegando até as folhas em uma maior 

concentração do que o observado neste trabalho, visando o controle de insetos desfolhadores, 

crípticos, endofíticos e de raízes. Estes testes serão de grande importância, já que a adesão de 

bactérias em plantas pode aumentar com o tempo e a concentração inicial do inóculo (REIS e 

OLIVARES, 2006). 
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Ensaio 2 - Colonização repolho por estirpes de B. thuringiensis marcadas com radioisótopos 

 

A bactéria marcada com metionina S 
35 

pôde ser detectada em todas as partes das 

plantas inoculadas. Entretanto, a radioatividade não foi detectada na planta testemunha tratada 

apenas com PBS, demonstrando mais uma vez a colonização de repolho por estirpes de B. 

thuringiensis (Figura 4). Resultados semelhantes de colonização por B. thuringiensis foram 

encontrados por Monnerat et al. (2009) em plantas de algodão e couve inoculadas com Btk 

marcado com metionina 
35

 S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 4 – Autoradiografia de plântulas de repolho depois de 5 dias de exposição às estirpes 

de B. thuringiensis (A - controle, B - S1450, padrão Btk, C - S1905, D - 2122 e E – S2124), 

mostrando a colonização de B. thuringiensis marcado com metionina S
35

 nas raízes, caules e 

folhas de plântulas de repolho 
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Figura 5 – Plântulas de repolho colonizadas por B. thuringiensis com aspecto normal. 

A: plântulas controle com 3 dias; B: plântulas tratadas com o sedimento de B. 

thuringiensis e C: plântulas tratadas depois de 30 dias 
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Ensaio 3 - Detecção de estirpes de B. thuringiensis nas estruturas do repolho através de 

microscopia eletrônica de varredura. 

A observação das plântulas crescidas in vitro por microscopia de varredura, após 30 

dias de inoculação das estirpes de B. thuringiensis nas sementes, permitiu visualizar células 

vegetativas, esporos e cristais de B. thuringiensis nas diferentes partes das plântulas. A 

visualização de células vegetativas de B. thuringiensis demonstra não apenas a adesão e 

penetração deste microrganismo em sementes de repolho, como também a infecção, 

multiplicação e o estabelecimento no interior das plântulas de repolho. Dessa forma ficou 

comprovada a colonização das diferentes partes das plântulas de repolho por B. thuringiensis.  

A visualização de células vegetativas por microscopia de varredura significa que as 

bactérias podem ter utilizado substâncias da planta para se desenvolver e se manterem vivas 

nas plântulas. Segundo alguns relatos, os isolados que possuem maior habilidade na utilização 

de exsudatos de sementes possuem vantagem seletiva na colonização de raízes, por ocorrer 

liberação de carboidratos e aminoácidos em abundância na forma de exsudatos durante o 

processo de germinação das sementes (SUBRAHMNYAM et al., 1983).  

Pode-se inferir que depois da imersão das sementes de repolho em culturas 

bacterianas, as bactérias aderiram às sementes e, por aberturas naturais que ocorreram durante 

o processo de germinação e desenvolvimento das plântulas de repolho, penetraram e 

colonizaram os tecidos vegetais, sem causar danos às plântulas (Figura 5).  
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As bactérias podem ter penetrado através dos pontos de emergência de raízes 

primárias (REIS e OLIVARES, 2006), como também durante o desenvolvimento das raízes 

laterais que cresceram na direção do córtex, rompendo a camada de células da epiderme e 

emergindo para o exterior. Grandes cavidades formadas durante este processo podem ter 

constituído sítios de infecção para as estirpes de B. thuringiensis como já foi observado em 

(PATRIQUIN et al., 1983). A presença da bactéria não foi observada na amostra testemunha 

(Figura 6A). 

A infecção nas raízes pode ocorrer também devido à abrasão com o meio de 

crescimento que promove a formação de feridas durante o processo de crescimento radicular. 

Estas feridas são muitas vezes a porta de entrada dos microrganismos nos vegetais (REIS e 

OLIVARES, 2006), fato já observado para Gluconacetobacter diazotrophicus, notando-se 

que grande número de bactérias acumulava-se nas regiões de ruptura de células da epiderme 

em raízes (JAMES et al., 1994). 

Nas primeiras micrografias eletrônicas de varredura das raízes, verificou-se a presença 

de rachaduras (Figura 6B) expondo esporos e cristais de B. thuringiensis. Nos cortes 

transversais de raízes, constatou-se a existência de uma crescente população de células 

bacterianas agregadas (Figura 6C), colonizando as células dos tecidos através da visualização 

de esporos e cristais (Figura 6D).  

A colonização efetiva de células de B. thuringiensis na superfície radicular das 

plântulas de repolho demonstra a possibilidade desta bactéria exercer um efeito fisiológico 

sobre esta planta hospedeira, evento essencial para que este microrganismo possa atuar como 

promotor de crescimento. 
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Figura 6 – Micrografia eletrônica de varredura mostrando a colonização de diferentes partes 

das plântulas de repolho por estirpes de B. thuringiensis. A – Folha de plântula de repolho 

testemunha sem colonização por B. thuringiensis; B - presença de rachaduras em raízes de 

plântula de repolho expondo esporos e cristais bipiramidais (cb) da estirpe S1905 de B. 

thuringiensis; C – Colonização de folhas de plântulas de repolho por células vegetativas (cv), 

cristais esféricos (ce) e esporos (ep) agregados da estirpe de B. thuringiensis S1905 e D - 

Colonização de raízes de plântulas de repolho por cristais bipiramidais (cb) e esféricos (ce) da 

estirpe B. thuringiensis kurstaki S1450.  Barras: A = 10 µm; B = 5 µm; C = 5 µm e D = 2 µm 
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Foi observada, também, a colonização da bactéria nos caules das plântulas de repolho, 

conforme figura 7A. Pode-se visualizar esporo de B. thuringiensis da estirpe S2124 

colonizando estômato de caules, estrutura esta que pode ser visualizada apenas em caules 

jovens. 

As observações das folhas de plântulas de repolho por microscopia eletrônica 

demonstraram a presença de células de B. thuringiensis nas depressões das células da  
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epiderme, poros estomáticos, nas células guardas dos estômatos e regiões próximas aos 

estômatos (Figura 7B). Resultados semelhantes foram encontrados por Silva-Neto et al. 

(2006) na penetração de Acidovorax avenae subespécie citrulli em folhas de Melão Amarelo 

via aberturas estomáticas.  

Este trabalho com B. thuringiensis diferencia-se pelo tratamento das sementes de 

repolho em cultura bacteriana, em vez de pulverização nas folhas. Acredita-se que as bactérias 

tenham aderido à superfície das sementes, penetrado por aberturas naturais nas raízes ou 

injúrias durante o processo de germinação e crescimento radicular, e por fim colonizado as 

plântulas de repolho.  

Provavelmente, condições favoráveis foram encontradas para que a colonização 

ocorresse aliadas à ausência de reações por parte dos tecidos das plantas (REIS e OLIVARES, 

2006). Observou-se também a presença de esporos de B. thuringiensis no ostíolo (Figura 7 A 

e B), o que demonstra a saída de células bacterianas, comprovando mais uma vez que a 

câmara subestomática funciona como via de entrada e saída para as bactérias, fato já relatado 

por Oliveira et al (1993) para a bactéria H. rubrisubalbicans em cana-de-açúcar. 

Apesar da interação entre plantas de repolho e B. thuringiensis não ser completamente 

conhecida, é possível que a bactéria atinja um sítio favorável e tenha habilidade de resistir à 

remoção, o que constitui uma vantagem seletiva (REIS e OLIVARES, 2006). Desta forma, 

esta espécie de bactéria poderá ter colonizado as raízes, os caules e as folhas, por aberturas 

naturais chegando à superfície das folhas (Figura 7B) de repolho via células estomáticas por 

evapotranspiração ou exsudação.  

Foi possível observar a ocorrência destes eventos nas estirpes de B. thuringiensis 

S1905, S2122 e S2124 como também na estirpe padrão S1450 (Figuras 6 e 7). Estruturas de 

todas as estirpes de B. thuringiensis testadas foram visualizadas aderidas à superfície das 
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folhas e em suas depressões e concentradas ao redor dos estômatos, além de terem sido 

visualizadas, também, na câmara estomatal (Figura 7B).  

As células bacterianas na maioria das vezes foram encontradas agregadas e muito 

raramente isoladas, predominantemente em áreas protegidas com flanges cuticulares ou 

depressões e ao redor dos estômatos ou mesmo no xilema (Figura 7C). Esses eventos já foram 

observados em relação a outros microrganismos como fitobacterioses e fixadores de 

nitrogênio (SILVA-NETO et al., 2006; MATTOS et al., 2008). Observou-se também o início 

da formação de fibrilas (Figura 7D), estrutura responsável pela aderência de bactérias a 

estruturas de repolho, interligando-as ao hospedeiro. Estudos desenvolvidos por Silva-Neto et 

al. (2006) e Campbell et al. (1987) observaram a presença de material fibrilar, 

proporcionando adesão à superfície de hospedeiros como o melão amarelo (Cucumis melo) e 

da canola (Brassica napus L. var. oleífera). O processo de adesão não é completamente 

conhecido, mas é considerado essencial no processo de infecção, pois auxiliam na adesão de 

bactérias a superfície de hospedeiros, auxiliando no processo de penetração e colonização. 
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Figura 7 – Micrografia eletrônica de varredura mostrando a colonização de diferentes 

partes das plântulas de repolho por estirpes de B. thuringiensis. A – presença de esporo 

(ep) da estirpe S2124 de B. thuringiensis em estômato de caule de plântulas de repolho; 

B - Colonização de depressões de estômatos de folhas de repolho por células vegetativas 

(cv), esporos (ep) e cristais esféricos (ce) de B. thuringiensis  S1905; C - células de B. 

thuringiensis S2122 no xilema de raízes de repolho; D – colonização de caules de 

plântulas de repolho por células de B. thuringiensis S2124 com início de formação de 

fibrilas nos esporos (ep) Barras: A = 5 µm; B = 20 µm; C = 5 µm e D = 2 µm. 
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Neste estudo, todas as estirpes de B. thuringiensis utilizadas apresentaram sucesso na 

colonização nas partes das plântulas de repolho, entretanto foi visto com mais abundância 

estruturas das estirpes S1450 e S1905 de B. thuringiensis (Figura 6C e D). Esta última é uma 

estirpe brasileira conhecida como tóxica a lagartas de insetos da Ordem Lepidoptera 
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(MONNERAT et al., 2007; PRAÇA et al., 2010). Estas estirpes foram visualizadas nas 

aberturas estomatais, produzindo células, esporos e cristais, demonstrando a germinação, 

esporulação e formação de cristais de B. thuringiensis. A observação da presença de B. 

thuringiensis em todas as partes das plântulas é de grande importância para este estudo, pois 

mostra a possibilidade de utilização de B. thuringiensis, no controle de pragas agrícolas 

desfolhadoras, insetos endófagos, sugadores, pragas de solo e vetores de fitopatógenos. 

  Através da microscopia foram observadas que as estirpes S1450 e S1905 são boas 

colonizadoras de plântulas de repolho, destacando-se pela intensa colonização em todas as 

partes das plântulas, como também pela presença de cristais bipiramidais, cubóides e 

esféricos, que são essenciais na toxicidade aos insetos pragas. Mesmo depois de 30 dias de 

tratamento das sementes, foram encontradas estruturas bacterianas como células vegetativas, 

esporos e cristais de B. thuringiensis em todas as partes das plântulas analisadas, o que 

comprova que B. thuringiensis penetra e coloniza tecidos de plântulas de repolho.  

A microscopia eletrônica de varredura permitiu comprovar a penetração de B. 

thuringiensis nas raízes, caules e folhas de plântulas de repolho. Constatou-se que a 

metodologia de inoculação de B. thuringiensis em sementes foi apropriada, dando condições 

para as observações das estruturas da bactéria B. thuringiensis nos tecidos de plântulas de 

repolho. Este é a primeira demonstração da colonização de estirpes brasileiras de B. 

thuringiensis em tecidos de plântulas de repolho por microscopia eletrônica de varredura. 

Esta colonização em plântulas de repolho é de grande importância para fortalecer a 

possibilidade de uso de B. thuringiensis endofítico no controle da traça-das-crucíferas que 

quando da formação da cabeça do repolho penetra no interior das mesmas, causando 

depreciação do produto e queda na produtividade. Estes resultados corroboram com os 

resultados de Monnerat et al. (2009) que detectaram a presença de B. thuringiensis nos 

A 
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tecidos de plantas de algodão por várias semanas através da contagem de células quando estas 

foram tratadas com Btk – HD 1.  

As sementes e as raízes são consideradas os principais meios de disseminação de 

microrganismos, portanto mecanismo de disseminação de B. thuringiensis por estas vias 

deverão ser mais bem elucidados visando aprimorar este meio de inoculação como forma de 

controle de algumas pragas agrícolas que vivem no interior de plantas de grande importância 

econômica no Brasil e no mundo. 

 

4 CONCLUSÕES 

 

As estirpes colonizaram raízes, caules e folhas das plantas de repolho e a estirpe S1905 

apresentou resultados superiores de colonização de raiz das plantas do híbrido Sekai. Novos 

estudos deverão ser conduzidos com estirpes marcadas com genes de gfp ou de melanina para 

avaliar a colonização em plantas de repolho do híbrido Sekai e desta forma evitar a influência 

da microbiota nativa sobre os resultados.  
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POTENCIAL DE Bacillus thuringiensis COMO PROMOTOR DE CRESCIMENTO DE 

PLÂNTULAS DE REPOLHO CULTIVADAS IN VITRO  

 

RESUMO 

Bacillus thuringiensis (Bt) é um dos microrganismos mais conhecidos no controle de pragas, 

mas pouco estudado como endofítico e promotor de crescimento. Com o objetivo de 

investigar o efeito de Bt sobre a germinação e o desenvolvimento de plântulas de repolho 

(Brassica oleracea variedade capitata L), quatro estirpes de Bt foram crescidas por 48 horas e 

avaliadas quanto ao seu efeito promotor de crescimento. Em seguida, uma estirpe de Bt, 

S1905, foi selecionada e novos ensaios foram realizados para avaliar o efeito desta sobre as 

plântulas. Esta estirpe foi crescida por 24 e 48 h em meio de cultura, em seguida o sedimento, 

o sobrenadante e o caldo fermentado foram utilizados para tratamento das sementes por 

imersão durante cinco e 15 min. No último experimento, as sementes foram imersas nos 

diferentes tratamentos por 30 min. As sementes foram inoculadas em placas de Petri com 

meio MS. Após três dias, foram analisados o percentual de germinação das sementes e o 

tamanho das plântulas. Após 30 dias, o peso fresco e seco das plântulas, número de folhas, 

comprimento da raiz e altura da parte aérea foram analisados. Os resultados dos experimentos 

com cinco e 30 min. mostraram que os diferentes tratamentos, sedimento, sobrenadante e 

caldo fermentado, não afetaram a germinação nem o desenvolvimento das plântulas de 

repolho. Entretanto, o tratamento sedimento, obtido após 48 horas de crescimento bacteriano, 

inoculado nas sementes por 15 minutos, apresentou um incremento de 200% no tamanho das 

plântulas, quando comparada com a testemunha. Os resultados ressaltam a importância de Bt 

como microrganismo multifuncional, possibilitando maior produção e qualidade das plântulas 

de repolho, além de protegê-las contra os insetos-praga.  

Palavras-chave: bactéria, multifuncional, endofítico, brassicaceae 
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POTENTIAL OF Bacillus thuringiensis IN GROWTH PROMOTING OF CABBAGE 

SEEDLINGS in vitro 

 

ABSTRACT 

Bacillus thuringiensis (Bt) is a microorganism well known as pests control, but little 

information about endophytic behavior and plant growth promoter are known. To investigate 

the Bt effect in the germination and development of cabbage (Brassica oleracea var. capitata 

L) seedlings, four strains of Bt previously selected for its activity against P. xylostella were 

evaluated about its effect in plant growth promotion. One strain selected was grown for 24 

and 48 hours in culture medium and its sediment, supernatant and mixture of both were used 

in seeds treatment by immersion during 5 and 15 minutes. For the last experiment, seeds were 

immersed for 30 min using the selected treatments. The treated seeds were inoculated into 

Petri dishes containing MS medium. After three days, seedlings were transferred to glass 

flasks and cultivated by 30 days. Seedlings were evaluated in relation to germination 

percentage and seedlings length. After 30 days, fresh and dry weights were taken, the number 

of leaves was counted, and the length of roots and aerial part were measured. The results 

showed no differences in the treatments with 5 and 30 minutes. In the treatment with 15 

minutes, the sediment of S1905 of 48 hours showed a plant growth promotion, 200 times 

greater than the control. This treatment showed the potential of Bt as multifunctional 

microorganism that could be used to improve the production and quality of cabbage seedlings 

and also as a systemic bioinsecticide to control pests. 

 

Key words: bacteria, multifunctional, endophytic, brassicaceae 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas são colonizadas por uma diversidade de microrganismos endofíticos, 

bactérias e fungos, os quais estabelecem relações benéficas com seus hospedeiros. Esta 

interação pode muitas vezes promover o crescimento das plantas e aumentar sua resistência a 

doenças e pragas (SILVA e BETTIOL, 2009), quando esses microrganismos são inoculados 

nas sementes, no solo ou nas raízes. 

A capacidade de colonização dos tecidos vegetais por organismos endofíticos está 

relacionada a diversos fatores, como a interação entre o genótipo do vegetal e do 

microrganismo, estádio de crescimento, status fisiológico, tipo de tecido da planta, práticas 

agrícolas, além de condições ambientais como temperatura, umidade e nutrientes (DONG et 

al., 1995, HARDOIM et al. 2008, COMPANT et al. 2010, DAVITT et al. 2011). Esta 

interação entre as bactérias, como as espécies do gênero Bacillus são conhecidas por 

promoveram o crescimento vegetal, apesar deste gênero ser considerado de vida livre 

(BENIZRI et al., 2001). 

O crescimento vegetal pode ser induzido de forma direta pela produção de 

fitormônios, ou mecanismos indiretos, como a supressão de microrganismos deletérios do 

ambiente endofítico através de mecanismos de competição ou antibiose. Além da indução de 

resistência sistêmica nas plantas, pela modificação da microbiota rizosférica, fixação de 

nitrogênio, produção de sideróforos, solubilização de fósforo ou outros nutrientes, e 

aceleração dos processos de mineralização (CATELLAN, 1999; OLIVEIRA et al., 2003; 

BENEDUZI et al., 2008). Muitas bactérias, como as rizobactérias, induzem o crescimento 

radicular, a formação de raízes laterais e pêlos radiculares. O sobrenadante ou precipitado 

destas bactérias podem estimular ou inibir o crescimento das plantas, em função da interação 
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entre o genótipo da bactéria e da planta hospedeira (SABINO et al., 2000) e por serem fontes 

de metabólitos secundários (KARADENIZ et al., 2006). 

Bacillus thuringiensis (Bt) é um dos microrganismos mais conhecidos no controle de 

pragas, mas pouco conhecido como endofítico e promotor de crescimento. Este trabalho teve 

como objetivo investigar a capacidade de estirpes de Bt em promover o crescimento de 

plântulas de repolho (Brassica oleracea variedade capitata L) cultivadas in vitro, selecionar 

uma das estirpes e avaliar o efeito sobre a germinação das sementes e o desenvolvimento das 

plântulas de repolho e com relação a atividade contra Plutella xylostella e os possíveis 

mecanismos envolvidos na promoção do crescimento vegetal.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram realizados dois tipos de avaliações: efeito de Bt na germinação das sementes e 

no desenvolvimento das plântulas e avaliação da estirpe S1905 como promotora de 

crescimento de plântulas de repolho. Os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de 

Bactérias Entomopatogências e de Apomixia da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, Brasília, DF.  

 

2.1 Estirpes de B. thuringiensis 

 

Foram utilizadas quatro estirpes de B. thuringiensis: S1905, S2122 e S2124 ativas a 

insetos da ordem Lepidoptera, provenientes da Coleção de Bactérias de Invertebrados da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a estirpe S1450 – B. thuringiensis subespécie 

kurstaki (Btk) padrão HD-1. 
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2.2 Material vegetal 

 

Sementes de repolho do híbrido Seaki foram utilizadas nos ensaios de avaliação do 

efeito de promoção de crescimento das estirpes de Bt em plântulas de repolho cultivadas in 

vitro. 

 

2.3 Efeito de Bt na germinação de sementes e desenvolvimento de plântulas 

 

As quatro estirpes bacterianas foram crescidas em  meio Embrapa (MONNERAT et 

al., 2007) a 28 º C, por 48 horas a 200 rpm (Incubador Rotativo 3526, Labline). Uma gota 

com cada uma das estirpes foi visualizada em microscópio óptico de contraste de fases com 

aumento de 1000x para observação de esporos e cristais. Em seguida, 10 mL de cada uma das 

estirpes foram utilizados para o tratamento das sementes.  

Sementes de repolho foram desinfestadas superficialmente em etanol 70% por 5 min., 

e em hipoclorito de sódio 2% adicionado de Tween 20 (0,01%) por 30 min. Após este 

período, as sementes foram lavadas por três vezes em água destilada esterilizada, e foram 

transferidas para papel de filtro autoclavado para a retirada do excesso de água.  

Após a desinfestação, as sementes foram separadas em seis lotes contendo cada um 18 

sementes. As sementes de cada lote foram tratadas com cada uma das quatro estirpes de B. 

thuringiensis, água destilada esterilizada e meio Embrapa (utilizados como testemunhas) com 

um total de seis tratamentos com 18 repetições para cada tratamento. 

As sementes foram imersas em 10 ml de cada um dos seis tratamentos por 5 minutos e 

transferidas para secar em placas de Petri com papel filtro e depois de secas foram inoculadas 

em placas de Petri com meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) solidificado com 0,7% de 

Agar e pH 5,8. Foram colocadas seis sementes por placa. Para germinação das sementes, as 
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placas foram incubadas em sala de cultura a 25 ± 2 ºC no escuro. Os tratamentos foram 

dispostos na prateleira da sala de cultura, de forma inteiramente casualizada, em um total de 

seis tratamentos (água, meio Embrapa, as estirpes de B. thuringiensis S1905, S2122, S2124 e 

a estirpe padrão S1450) com 18 repetições para cada tratamento. 

Após três dias, as plântulas foram transferidas para frascos de vidro com meio MS, 

onde foram mantidas por mais 27 dias, com fotoperíodo de 12h. Das 18 plântulas de cada 

tratamento dez foram selecionadas e deixadas como repetição para cada tratamento. 

 

2.4 Avaliação do desenvolvimento das plântulas de repolho  

  

As plântulas foram avaliadas em duas ocasiões, aos três dias, quanto ao percentual de 

germinação das sementes e tamanho das plântulas, e aos 30 dias. Na primeira etapa de 

avaliação, as plântulas germinadas foram medidas com auxílio do microscópio estereoscópico 

V8, utilizando-se o programa AxioVision, ambos da Zeiss. Na segunda etapa, as plântulas 

foram retiradas individualmente do meio, com cuidado para não danificar as raízes, e foram 

lavadas em água para retirar o meio, e secas com papel absorvente. Após este procedimento, 

cada uma das plântulas foi pesada, o número de folhas foi contado e o comprimento das raízes 

e a altura da parte área foram medidos. Após secagem em estufa a 50 °C por 16 horas, cada 

plântula foi pesada novamente para determinar o peso seco. Os dados foram submetidos à 

análise de variância, e as médias foram comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls ou 

foi usada análise de variância não paramétrica (Kruskal-Wallis) e as diferenças entre as 

médias foram comparadas pelo teste de Dunn com auxilio do programa SigmaStat (KUO et 

al., 1992). 

A estirpe que apresentou os melhores resultados foi selecionada para a continuidade 

dos trabalhos. 
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2.5 Efeito da estirpe de Bt S1905 na germinação de sementes e desenvolvimento de 

plântulas de repolho 

 

Três experimentos foram conduzidos para a avaliação do efeito promotor de 

crescimento em plântulas de repolho.  

Para a realização do experimento 1, a estirpe S1905 foi crescida em meio Embrapa a 

28 º C, por 24 e 48 horas a 200 rpm (Incubador Rotativo 3526, Labline). Uma gota com cada 

uma das estirpes foi visualizada em microscópio óptico de contraste de fases com aumento de 

1000x para observação de esporos e cristais. Em seguida, 10 mL de cada um dos cultivos 

foram separados para o tratamento das sementes e o restante do crescimento bacteriano foi 

centrifugado a 10.000 rpm por 15 min., a 4
o 

C (centrífuga BR4i, Jouan). Em seguida, os 

sobrenadantes foram transferidos para tubos Falcon de 50 mL e filtrados em membrana 

Millipore GV 0,45 µm. Os sedimentos foram ressuspendidos em 10 mL de água destilada 

estéril.  

Antes do tratamento, as sementes de repolho foram desinfestadas superficialmente em 

etanol 70% por 5 min., e em hipoclorito de sódio 2% adicionado de Tween 20 (0,01%) por 30 

min. Após este período, as sementes foram lavadas por três vezes em água destilada 

esterilizada, e foram transferidas para papel de filtro autoclavado para a retirada do excesso de 

água.  

Após a desinfestação, as sementes foram separadas em sete lotes contendo cada um 30 

sementes. No primeiro experimento, cada lote de 30 sementes foi imerso por cinco minutos 

em diferentes tratamentos (sobrenadante filtrado, sedimento bacteriano e bactéria total) com a 

bactéria crescida por 24 ou 48 horas e água destilada estéril como testemunha. As sementes 

foram imersas em 10 ml de cada um dos sete tratamentos por 5 minutos e transferidas para 

secar em placas de Petri com papel filtro. Depois de secas, as sementes foram inoculadas em 
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placas de Petri com meio MS. Foram colocadas seis sementes por placa. Para a germinação 

das sementes, as placas foram incubadas em sala de cultura a 25 ± 2ºC no escuro. Os 

tratamentos foram dispostos na prateleira da sala de cultura, inteiramente ao acaso, em um 

total de sete tratamentos com 30 repetições cada. 

Após três dias, as plântulas foram transferidas para frascos de vidro com meio MS, 

onde foram mantidas por mais 27 dias, com fotoperíodo de 12h.  

O segundo experimento foi realizado de maneira similar, porém o tempo de imersão 

das sementes foi de 15 minutos.  

Depois de realizado os dois experimentos mencionados acima, os tratamentos com os 

melhores resultados foram selecionados e um terceiro experimento foi realizado com a 

bactéria crescida por apenas 48 horas. O sobrenadante filtrado, o sedimento e a bactéria total, 

todos foram utilizadas nos tratamentos das sementes por 30 min e foi incluído mais um 

tratamento, o sobrenadante não filtrado. 

 A avaliação dos diferentes tratamentos com a estirpe S1905 foi realizada conforme 

item 2.4. 

 

2.6 Bioensaio contra Plutella xylostella 

 

Foram realizados bioensaios para avaliar o efeito de plântulas provenientes do tratamento 

de suas sementes com B. thuringiensis no controle de P. xylostella. As lagartas de P. 

xylostella foram criadas no laboratório da Plataforma de criação de insetos da Embrapa, em 

dieta natural a base de folhas de couve previamente esterilizadas com hipoclorito de sódio 

0,5%, a temperatura de 26 ± 2ºC, 60 ± 10% de umidade relativa e fotoperíodo de 12 horas 

(MEDEIROS et al., 2003).  
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Os bioensaios foram realizados, utilizando-se frascos com plântulas de repolho 

cultivadas in vitro do experimento 3, provenientes dos tratamentos sedimento, sobrenadante, 

sobrenadante filtrado e bactéria total, todos da estirpe S1905, e plântulas do tratamento 

testemunha. Dez lagartas de terceiro instar de P. xylostella foram colocadas em cada frasco 

com três repetições para cada tratamento. Os frascos foram fechados e colocados na sala de 

bioensaios, regulada sob as mesmas condições de temperatura e umidade da sala de criação 

do inseto. A leitura foi realizada no quinto dia do ensaio (96 horas), e a mortalidade total das 

lagartas foi avaliada. 

 

2.7 Avaliação da capacidade da estirpe S1905 em sintetizar ácido indolacético, produzir 

sideróforos, solubilizar fosfato e fixar nitrogênio 

 

A produção de auxina foi medida através da produção de ácido 3-indol acético (AIA) 

conforme Asghar et al. (2002). A estirpe bacteriana foi crescida a 28 °C e 200 rpm durante  6 

dias em três meios: meio Embrapa, meio King B (KING et al., 1954) e meio DYGS 

(DÖBEREINER et al., 1995), suplementado com triptofano a 2,5 mM. A cada 24 horas, uma 

alíquota de um mL da cultura bacteriana foi retirada e centrifugada em centrífuga Mikro 200 

Hettich a 13000 rpm por 2 minutos. 500 µL do sobrenadante da cultura bacteriana foram 

retirados e misturados a 500 µL do reagente de Salkowski (2 ml 0,5 M FeCl3 + 98 ml  HClO4 

a 35%). A mistura foi deixada no escuro à temperatura ambiente por 30 min para o 

desenvolvimento da cor rosa-avermelhada. Após 30 minutos, a intensidade da cor foi medida 

em espectrofotômetro no comprimento de onda de 535 nm e uma curva padrão de AIA foi 

determinada e utilizada para a calibração (SARWAR e KREMER, 1995). 

Para o teste de produção de sideróforos, a estirpe bacteriana foi crescida por 48 horas 

em um meio deficiente em ferro: meio líquido King B diluído cinco vezes. Após esse período, 
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a estirpe foi inoculada em placas de Petri, contendo meio King B sólido, suplementado com o 

complexo cromo azurol S [CAS/iron(III)/hexadeciltrimethyl ammonium bromide] 

(SCHWYN e NEILANDS, 1987) e incubada por 7 dias a 30 °C. A estirpe bacteriana que 

cresceu no meio e apresentou um halo amarelo em volta da colônia, foi considerada (+) para a 

produção de sideróforos ou quando não apresentou halo foi considerada (-) para a produção 

de sideróforos. 

Para avaliar a capacidade de solubilizar fosfato, a estirpe bacteriana foi crescida em 

meio GY (10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de Agar por litro), acrescido de 

duas soluções estéreis. As soluções foram preparadas separadamente, uma contendo 5 g de 

K2HPO4 em 50 mL de água destilada e a outra 10 g CaCl2 em 100 mL de água destilada. 

Estas soluções foram misturadas a um litro do meio GY antes que as placas fossem vertidas, 

formando fosfato de cálcio insolúvel que tornou o meio opaco. A bactéria foi inoculada no 

meio por sete dias a 30 °C. A estirpe bacteriana que apresentou halos visíveis de clareamento 

foi considerada solubilizadora de fosfato (SYLVESTER-BRADLEY et al. 1982). 

Para avaliar a fixação biológica de nitrogênio, a estirpe bacteriana foi crescida em 

meio Embrapa e depois o inóculo foi transferido para tubo de ensaio contendo quatro mL de 

meio TBNR semi-sólido isento de nitrogênio (SELDIN et al., 1984). A estirpe foi crescida 

por sete dias a 30 °C e, em seguida, foi observada a formação de película esbranquiçada no 

meio de cultura. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados da avaliação da germinação das sementes e o desenvolvimento das 

plântulas de repolho depois de três dias de plantio mostraram que não houve diferenças 

significativas quando as estirpes de B. thuringiensis foram comparadas em relação às 
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testemunhas (Tabela 1). As estirpes bacterianas não inibiram e nem estimularam a 

germinação (Kruskal-Wallis: H5,= 3,4; P = 0,639), assim como o desenvolvimento das 

plântulas logo após a germinação (Kruskal-Wallis: H5 = 9,954; P = 0,077).  

Estes resultados foram semelhantes aos resultados apresentados por Assis et al. (1995) 

que mostraram que a inoculação com Bacillus subtilis não influenciou a germinação de 

sementes de rabanete (Raphanus sativus). Entretanto, outros trabalhos com B. subtilis 

indicaram aumento na germinação de sementes de eucalipto (Eucalyptus sp.) (CAMPELLO, 

1992). Isto demonstra que estirpes bacterianas podem ter efeitos diferenciados em função da 

planta e da bactéria utilizada, assim como, em função do tempo de exposição da semente ao 

tratamento. Estes efeitos podem ocorrer em função de mecanismos como fixação de 

nitrogênio, produção de fitohormônios, competição, controle de fitopatógenos entre outros, 

que estão envolvidos no processo regulatório do crescimento vegetal (SABINO et al., 2000).  

 

Tabela 1 – Efeito de estirpes de Bacillus thuringiensis sobre o percentual de germinação das 

sementes tratadas por 5 minutos e o desenvolvimento de plântulas de repolho pós-germinação 

(3 dias) (média ± desvio padrão)  

Tratamentos 

 

Tamanho de Plântulas 

(cm) 
% de germinação 

Testemunha 1 (Água) 3,11 ± 1,079a 100 ± 0,000a 

Testemunha 2 (Meio Embrapa) 3,69 ± 1,742a 100 ± 0,000a 

S1905 4,69 ± 2,496a 94,44 ± 9,624a 

S2122 4,56 ± 1,648a 94,44 ± 9,624a 

S2124 3,67 ± 1,590a 100 ± 0,000a 

S1450 – Btk 3,50 ± 1,620a 94,44 ± 9,624a 

   Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças significativas 
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Com relação ao desenvolvimento das plântulas após 30 dias, efeitos estimuladores e 

inibitórios puderam ser observados e variaram em função das estirpes e das testemunhas 

utilizadas (Tabela 2). 

Após 30 dias de cultivo, o crescimento da parte aérea foi induzido positivamente pela 

estirpe de B. thuringiensis S1905 (± 27%), quando comparada com a estirpe padrão S1450 

(ANOVA: F = 3,011; P = 0,018), mas quando comparada com as testemunhas, não apresentou 

diferença significativa. Com relação ao comprimento das raízes (Kruskal-Wallis: H5 = 8,226; 

P = 0,144) e número de folhas (Kruskal-Wallis: H5 = 6,326; P = 0,276), todos os tratamentos 

foram semelhantes entre si. Já em relação ao peso fresco (ANOVA: F = 14,616; P < 0,001) e 

seco (ANOVA: F = 6,821; P < 0,002), as estirpes bacterianas, em geral, apresentaram efeito 

negativo quando comparadas com as testemunhas.  

 

Tabela 2 – Efeito de estirpes de Bacillus thuringiensis sobre o desenvolvimento de plântulas 

de repolho após 30 dias de cultivo in vitro (média ± desvio padrão) 

Tratamentos 

 

Altura da Parte 

Aérea 

(cm) 

Comprimento 

da Raiz 

(cm) 

Peso da 

matéria fresca 

(g) 

Peso da 

matéria seca 

(g) 

Número de 

folhas 

(und) 

Testemunha 1 

(Água) 
8,27 ± 1,041ab 9,88 ± 1,417a 0,500±0,0636a 0,0277 ± 0,00300a 2,9 ± 0,316a 

Testemunha 2 

(Meio Embrapa) 
8,08 ± 1,948ab 7,52 ± 2,004a 0,459±0,0705a 0,0239±0,00412ab 3,2 ± 0,000a 

S1450 – Btk 7,05 ± 0,765b 8,89 ± 1,025a 0,305±0,0795b 0,0195±0,00596b 3,0 ± 0,000a 

S1905 8,96 ± 1,526a 8,7 ± 1,274a 0,285±0,0671b 0,0193± 0,00582b 3,0 ± 0,470a 

S2122 7,4 ± 1,518ab 9,07 ± 3,375a 0,310±0,112 b 0,0210±0,00553b 3,1 ± 0,568a 

S2124 8,75 ± 0,995ab 9,67 ± 5,147a 0,319±0,0486b 0,0205±0,00424b 2,7 ± 0,483a 

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças significativas
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As estirpes de B. thuringiensis aqui estudadas não promoveram significativamente o 

crescimento das plântulas de repolho quando comparadas com a testemunha, nas condições 

testadas. Gomes et al. (2003) apresentaram resultados semelhantes para a produção orgânica 

de mudas de alface (Lactuca sativa L.) em campo, quando tratadas com B. thuringiensis 

subvariedade kenyae e Bacillus pumilus crescidos por 36 horas. 

A estirpe S1905 foi selecionada para a continuidade do trabalho em função de seu 

potencial como agente de controle biológico de Plutella xylostella em campos de repolho 

(PRAÇA et al., 2010), pela sua capacidade de colonizar plântulas de repolho cultivadas in 

vitro e induzir o desenvolvimento da parte aérea das plântulas quando comparada com o 

padrão B. thuringiensissubsp. kurstaki  HD-1. 

Os resultados dos experimentos com o tempo de imersão das sementes nos diferentes 

tratamentos com a estirpe S1905 por 5 minutos mostraram que esta estirpe não apresentou 

efeito sobre a germinação das sementes (Kruskal-Wallis: H5,= 4,809; P = 0,569) e nem sobre 

o desenvolvimento das plântulas de repolho quando comparados com a testemunha, logo após 

a germinação (ANOVA: F = 0,802; P = 0,569) (Tabela 3). Estes resultados foram semelhantes 

aos apresentados com tratamento de sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L.) com B. 

subtilis crescido por sete dias (ASSIS et al., 1995).  
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Tabela 3 – Efeito dos diferentes tratamentos com a estirpe de Bacillus thuringiensis S1905 

sobre o percentual de germinação das sementes e o desenvolvimento de plântulas de repolho 

pós-germinação (3 dias) tratadas por 5 minutos (média ± desvio padrão) 

Tratamentos 

 

Tamanho de Plântulas 

(cm) 

 

% de germinação 

 

Testemunha 5,16 ± 1,359a 86,67 ± 16,33a 

S1905 24 h Bactéria total 5,37 ± 1,5756a 90,00 ± 10,95a 

S1905 24 Sobrenadante 5,23 ± 1,666a 93,33 ± 10,33a 

S1905 24 Sedimento 5,46 ± 1,519a 78,00 ± 22,80a 

S1905 48 Bactéria total 5,43 ± 1,803a 86,67 ± 10,33a 

S1905 48 Sobrenadante 5,91 ± 2,216a 90,00 ± 10,95a 

S1905 48 Sedimento 5,88 ± 1,784a 96,67 ± 8,17a 

  Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças significativas 

 

 

Pode ser observado na Tabela 4 que, quanto ao desenvolvimento das plântulas depois 

de 30 dias, efeitos inibitórios que variaram em função dos tratamentos utilizados para imersão 

das sementes por 5 minutos. Depois de 30 dias após a germinação, o crescimento da parte 

aérea (Kruskal-Wallis: H6 = 6,786; P = 0,341), da raiz (ANOVA: F = 1,232; P = 0,292) e o 

peso da matéria fresca (Kruskal-Wallis: H6 = 14,575; P = 0,024)das plântulas avaliadas não 

apresentaram diferenças significativas, e se mostraram semelhantes à testemunha. Quando os 

parâmetros peso seco (ANOVA: F = 2,944; P = 0,009) e peso fresco foram avaliados, o 

tratamento sobrenadante que foi crescido por 24 horas apresentou efeitos inibitórios, o que 

pode ter ocorrido em função da menor produção de AIA com 24 horas de crescimento 

bacteriano. O mesmo foi observado para o mesmo tratamento que quando comparado com a 

testemunha, apresentou efeito inibitório em relação à variável número de folhas (Kruskal-

Wallis: H6 = 23,709; P ≤ 0,001). 
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Tabela 4 – Efeito dos diferentes tratamentos com a estirpe de Bacillus thuringiensis S1905 

sobre desenvolvimento de plântulas de repolho após 30 dias do tratamento das sementes por 5 

minutos (média ± desvio padrão) 

Tratamentos 

 

Altura da 

Parte Aérea 

(cm) 

Comprimento 

da Raiz 

(cm) 

Peso da matéria 

fresca 

(g) 

Peso da 

matéria seca 

(g) 

Número de folhas 

(und) 

Testemunha 4,39 ± 0,963a 10,45 ±2,694a 0,519 ± 0,123a 0,0237 ± 0,00572a 3,39 ± 0,571a 

S1905 24 h Bactéria total 

S1905 24 Sobrenadante 

S1905 24 Sedimento 

4,68 ± 0,690a 

4,00 ± 1,339a 

4,07 ± 1,331a 

9,57 ± 2,177a 

10,30 ±2,471a 

9,47 ± 2,214a 

0,443 ± 0,125a 

0,404 ± 0,125b 

0,452 ± 0,107a 

0,0197 ± 0,00621ab 

0,0179 ± 0,00545b 

0,0203 ± 0,00599ab 

2,96 ± 0,624ab 

2,60 ± 0,764b 

2,80 ± 0,577ab 

S1905 48 h Bactéria total 

S1905 48 h Sobrenadante 

4,20 ± 1,035a 

4,53 ± 1,424a 

10,31 ± 2,454a 

9,11 ± 2,237a 

0,469 ± 0,0859a 

0,487 ± 0,0137a 

0,0221 ± 0,00554ab 

0,0229 ± 0,00620a 

3,15 ± 0,587ab 

3,10 ± 0,539ab 

S1905 48 h Sedimento 4,65 ± 1,293a 9,48 ± 1,830a 0,462 ± 0,0878a 0,0201 ± 0,00590ab 2,82 ± 0,772ab 

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças significativas 

 

Novos experimentos foram conduzidos com o tratamento das sementes nos diferentes 

tratamentos com a estirpe S1905 por 15 e 30 minutos (Tabelas 5 a 8), já que estirpes 

bacterianas podem ter efeitos diferenciados em função da planta e da bactéria utilizada, assim 

como, em função do tempo de exposição da semente ao tratamento, uma vez que a adesão de 

bactérias em plantas pode aumentar com o tempo e a concentração inicial do inóculo (REIS e 

OLIVARES, 2006). 

Os resultados obtidos com as sementes imersas por 15 min na bactéria mostraram que 

todos os tratamentos com a estirpe Bt S1905 não influenciaram a germinação das sementes de 

repolho tratadas (Kruskal-Wallis: H6 = 7,543; P = 0,274). Com relação ao desenvolvimento 

das plântulas de repolho três dias após a germinação, o sedimento com 48 horas da estirpe 

S1905 proporcionou um incremento no tamanho das plântulas de repolho em torno de 200% 

em relação à testemunha (Kruskal-Wallis: H6 =56, 961; P ≤ 0,001), mostrando um 
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crescimento inicial maior nas plântulas tratadas com a bactéria concentrada crescida por 48 

horas. Dados semelhantes foram observados em plantas de arroz (Oryza sativa L.) em casa de 

vegetação microbiolizadas com bactérias pré-selecionadas para o biocontrole de mancha-

parda (SANTOS et al., 2001). Da mesma forma, outros trabalhos realizados com bacterização 

de sementes com outra espécie do gênero Bacillus, B. amyloliquefasciens, demonstraram a 

melhoria na qualidade de mudas de pepino (Cucumis sativus) (SILVEIRA et al., 2004).  

O resultado obtido com a imersão das sementes por 15 minutos está em conformidade 

com o resultado obtido por Reis e Olivares (2006) e Lopez-Bucio et al. (2007) com B. 

megaterium. Estes autores observaram que este microrganismo promoveu o crescimento e 

desenvolvimento de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Dos autores citados acima é importante 

observar que Bulied et al. (2002) e Lopes-Bucio et al. (2007) demostraram o efeito destes 

microrganismos sobre o desenvolvimento de soja (Glycine max L.) e feijão, respectivamente, 

ou seja o efeito promotor de crescimento sobre dicotiledôneas, da mesma forma que neste 

trabalho com repolho. 
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Tabela 5 – Efeito dos diferentes tratamentos com a estirpe de Bacillus thuringiensis S1905 

sobre o percentual de germinação e sobre o desenvolvimento de plântulas de repolho pós-

germinação (3 dias) (Média ± desvio padrão) tratadas por 15 minutos  

Tratamentos 

 

Tamanho de Plântulas 

(cm) 

 

% de germinação 

 
Testemunha 13,47 ± 6,626bc 100,00 ± 0,000a 

S1905 24 h Bactéria total 17,99 ± 9,593bc 90,00 ± 9,131a 

S1905 24 h Sobrenadante 20,00 ± 11,921bc 90,00 ± 14,906a 

S1905 24 h Sedimento 10,75 ± 4,807c 76,67 ± 7,455a 

S1905 48 h Bactéria total 23,43 ± 15,321b 96,67 ± 7,455a 

S1905 48 h Sobrenadante 24,29 ± 14,346ab 96,67 ± 7,455a 

S1905 48 h Sedimento 41,56 ± 19,268a 100 ± 0,000a 

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças 

significativas 

 

Com relação ao desenvolvimento das plântulas depois de 30 dias, efeitos promotores 

do crescimento das plântulas de repolho foram observados em alguns tratamentos de imersão 

das sementes por 15 min na estirpe S1905 crescida por 48 horas e de inibição em alguns 

tratamentos da bactéria S1905 com 24 horas. O tratamento que apresentou maior incremento 

da parte aérea foi o sedimento da estirpe S1905 com 48 horas (Kruskal-Wallis: H6 = 56,676; P 

≤ 0,001) (Tabela 6). Fato similar também foi constatado quando raízes de plantas de alface 

foram tratadas com B. subtilis (AP-3) na concentração de 1x10
4
 células por mL por 30 min 

(CÔRREA e BETTIOL, 2009). Entretanto, o fato relatado acima foi para tratamento de 

raízes, diferente deste trabalho onde as sementes foram tratadas. De acordo com Boehme et 

al. (2005) o tratamento das raízes em concentrado bacteriano se mostra mais eficiente, então 

futuramente, novos trabalhos com o tratamento das raízes poderão ser realizados. 

 Os tratamentos sedimento e sobrenadante com 24 horas quando comparados com a 

bactéria total com 48 horas e a com a testemunha apresentaram efeitos negativos com relação 
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à variável raiz (Kruskal-Wallis: H6 = 41,560; P ≤ 0,001). O sobrenadante com 24 horas inibiu 

o desenvolvimento das plântulas com relação ao parâmetro peso fresco quando comparado 

com todos os outros tratamentos, com exceção do tratamento sedimento com 24 horas 

(Kruskal-Wallis: H6 = 41,563; P ≤ 0,001). A inibição pode ter ocorrido em função da menor 

produção de AIA com 24 horas de crescimento bacteriano, o que foi observado também no 

tratamento com 5 minutos de imersão das sementes no sobrendadnte com 24 horas. 

O sobrenadante com 48 horas apresentou um maior incremento do peso seco quando 

comparado com a testemunha e com o sobrenadante com 24 horas (Kruskal-Wallis: H6 = 

41,242; P ≤ 0,001). Resultados similares foram observados em mudas de pepino (Cucumis 

sativus L.) bacterizadas com os isolados PEP81 (Bacillus amyloliquefaciens Priest) e PEP91 

(Enterobacter cloacae Hormaeche 23 and Edwards) aumentos de, respectivamente, 33,3 e 

27,5% para matéria seca total (SILVEIRA et al., 2001). 

 Com relação ao número de folhas, todos os tratamentos se mostraram semelhantes à 

testemunha com exceção do sobrenadante da estirpe S1905 com 24 horas que apresentou um 

efeito inibitório (Kruskal-Wallis: H6 = 37,154; P ≤ 0,001).  

Isso pode ser explicado pelo fato de que bactérias endofíticas podem estimular o 

crescimento de plantas em um estádio de desenvolvimento e inibir em outro (STURZ e 

NOWAK, 2000). 
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Tabela 6 – Efeito dos diferentes tratamentos com a estirpe de Bt S1905 sobre o 

desenvolvimento de plântulas de repolho (média ± desvio padrão) após 30 dias do tratamento 

das sementes por 15 minutos 

Tratamentos 

 

Altura da Parte 

Aérea 

Comprimento da 

Raiz 

Peso da matéria 

fresca 

Peso da 

matéria seca 

Número de 

folhas 

(cm) (cm) (g) (g) (und) 

Testemunha 7,7 ± 1,287bcd 14,02 ± 2,188a 0,555 ± 0,105a 0,0264 ± 0,00569bc 3,24 ± 0,435a 

S1905 24 h Bactéria total 

S1905 24 h Sobrenadante 

S1905 24 h Sedimento 

8,0 ± 1,778bc 

5,7 ± 2,319d 

6,3 ± 2,361bd 

12,93 ± 3,252a 

8,96 ± 4,974b 

9,29 ± 4,853b 

0,633 ± 0,157a 

0,300 ± 0,234b 

0,484 ± 0,232ab 

0,0307 ± 0,00699ac 

0,0192 ± 0,00940b 

0,0273 ± 0,0109ac 

3,51 ± 0,6924a 

2,30 ± 0,993b 

3,32 ± 0,673a 

S1905 48 h Bactéria total 

S1905 48 h Sobrenadante 

8,7 ± 1,294ac 

8,3 ± 2,221ac 

13,60 ± 3,637a 

14,11 ± 3,817a 

0,574 ± 0,123a 

0,638 ± 0,160a 

0,0282 ± 0,00671ac 

0,0333 ± 0,00741a 

3,31 ± 0,541a 

3,43 ± 0,679a 

S1905 48 h Sedimento 9,3 ±1,224a 14,09 ± 3,261a 0,576 ± 0,0737a 0,0282 ± 0,00471ac 3,30 ± 0,466a 

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças significativas 

 

Os resultados dos experimentos com 30 min de imersão das sementes na bactéria com o 

sobrenadante filtrado e não filtrado, o sedimento e a bactéria total com 48 horas mostraram 

que os tratamentos com a estirpe Bt S1905 não influenciaram a germinação das sementes de 

repolho tratadas (Kruskal-Wallis: H4 = 7,158; P = 0,128) e o desenvolvimento das plântulas 

após três dias (Kruskal-Wallis: H4 = 9,160; P = 0,057) (Tabela 7).  
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Tabela 7 – Efeito dos diferentes tratamentos com a estirpe de B. thuringiensis S1905 sobre o 

desenvolvimento de plântulas de repolho pós-germinação (3 dias) (Média ± desvio padrão) 

tratadas por 30 minutos 

Tratamento 

 

Tamanho de Plântulas (cm) 

 

% de germinação 

 

Testemunha 19,25 ± 5,799a 100 ± 0,00a 

S1905 48 h Bactéria total 18,48 ± 5,362a 93,33 ± 9,13a 

S1905 48 Sobrenadante 21,15 ± 6,555a 96,67 ± 7,46a 

S1905 48 Sobrenadante Filtrado 18,40 ± 4,246a 100 ± 0,00a 

S1905 48 Sedimento 22,45 ± 7,744a 90,00 ± 9,13a 

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresentaram diferenças 

significativas 

 

 

Com relação ao desenvolvimento das plântulas de repolho depois de 30 dias, os 

parâmetros altura da parte aérea (Kruskal-Wallis: H4 = 2,367; P = 0,669), peso fresco 

(Kruskal-Wallis: H4 = 2,792; P = 0,593), peso seco (Kruskal-Wallis: H4 = 1,824; P = 0,768) e 

número de folhas (Kruskal-Wallis: H4 = 4,532; P = 0,339) foram analisados e observou-se que 

não houve diferenças significativas entre estes e a testemunha (Tabela 8). 

Com relação ao comprimento das raízes, os resultados mostraram que os tratamentos, 

sobrenadante filtrado e bactéria total, inibiram o desenvolvimento das raízes quando 

comparados com a testemunha (ANOVA: F = 4,154; P = 0,003) (Tabela 8). Portanto o 

tratamento com 48 horas por 30 minutos deve ser evitado, uma vez que um bom 

desenvolvimento de raízes é essencial para a implantação de uma cultura e melhor adaptação 

a condições de seca e para uma maior absorção de nutrientes. 
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Tabela 8 – Efeito dos diferentes tratamentos com a estirpe de B. thuringiensis S1905 sobre 

desenvolvimento de plântulas de repolho (média ± desvio padrão) após 30 dias do tratamento 

das sementes por 30 minutos. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não 

apresentaram diferenças significativas 

Tratamentos 

 

Altura da Parte 

Aérea 

Comprimento 

da Raiz 

Peso da matéria 

fresca 

Peso da matéria 

seca 

Número de 

folhas 

(cm) (cm) (g) (g) (und) 

Testemunha 9,72 ± 1,593a 17,96 ± 3,933a 0,732 ± 0,178a 0,0476 ± 0,0123a 5,3 ± 0,79a 

S1905 48 h Sobrenadante 9,70 ± 2,260a 16,41 ± 4,793ab 0,725 ± 0,207a 0,0672 ± 0,104a 5,2 ± 0,88a 

S1905 48 h Sobrenadante 

Filtrado 

 

9,24 ± 2,147a 14,84 ± 4,709b 0,746 ± 0,236a 0,0507 ± 0,0159a 5,2 ± 0,74a 

S1905 48 h Bactéria total 10,62 ± 3,595a 13,64 ± 3,88b 0,748 ± 0,182a 0,0454 ± 0,0106a 5,1 ± 0,56ª 

S1905 48 h Sedimento 9,99 ± 2,559a 16,46 ± 4,051ab 0,795 ± 0,215a 0,0496 ± 0,0135a 5,3 ± 1,19ª 

 

Após a avaliação do desenvolvimento das plântulas, bioensaios seletivos foram 

realizados utilizando-se os frascos com as plântulas originárias das sementes tratadas por 30 

minutos colonizadas por B. thuringiensis. Todos os tratamentos proporcionaram 100% de 

mortalidade de lagartas de P. xylostella, com exceção das plântulas provenientes do 

tratamento testemunha e do sobrenadante filtrado que não foram efetivos contra P. xylostella 

(Tabela 9). 
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Tabela 9 – Mortalidade de lagartas de P. xylostella em plântulas tratadas com diferentes 

tratamentos com a estirpe de B. thurinrigensis S1905 

 

 

 

 

 

 

 

Os mecanismos de ação da estirpe S1905 foram avaliados e os resultados mostraram 

que a estirpe S1905 apresentou uma produção de AIA menor que 1µg/mL no meio Embrapa, 

de 9,92 µg/mL no meio King B e de 20,61 µg/mL no meio DYGS (Tabela 10). A produção de 

AIA apresentou resultados diferentes entre os meios, demonstrando que a produção de AIA 

pode ser influenciada pelos estágios e condições de crescimento e pelo substrato avaliado 

(MIRZA et al., 2001). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com diferentes 

estirpes de Bacillus sp. (BENEDUZI et al., 2009). 

 

Tabela 10 - Produção de AIA pela estirpe de B. thuringiensis S1905 em diferentes 

meios de cultura  

Meios de Cultura 
Produção de AIA 

 (µg/mL) 

Embrapa < 1 

DYGS 20,61 

King B 9,92 

 

Tratamentos % de mortalidade 

Testemunha 0 

S1905 48 h Bactéria total 100 

S1905 48 h Sobrenadante 100 

S1905 48 h Sobrenadante Filtrado 0 

S1905 48 h Sedimento 100 
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Entretanto, esta estirpe apresentou resultados negativos para a produção de sideróforos 

e solubilização de fosfato, mas apresentou película esbranquiçada e espessa em meio para 

fixação biológica de nitrogênio, o que demonstra que juntamente com a produção de AIA que 

a fixação pode ser um dos mecanismos de promoção de crescimento desta estirpe.  

Alguns microrganismos podem apresentar mais de um mecanismo de promoção do 

crescimento vegetal, como o observado para algumas bactérias do gênero Bacillus como B. 

megaterium, B. pumillus e B. cereus que podem produzir ácido giberélico, AIA, e zeatina, que 

em concentrações adequadas podem promover o crescimento de plantas (BULLIED et al., 

2002; JOO et al., 2005; KANG et al., 2006; KARADENIZ et al., 2006).  

Pode-se observar que o melhor tratamento foi à imersão das sementes no sedimento da 

estirpe S1905 por 15 min, demonstrando um incremento significativo no crescimento das 

plântulas em torno de 200% e na altura da parte aérea de 12 % (Tabela 5 e 6). A produção de 

AIA pode ter influenciado o desenvolvimento inicial das plântulas de repolho, já que este 

fitohormônio pode atuar sobre o desenvolvimento da parte aérea de plantas (SILVA e 

BETTIOL, 2009). Os resultados de efetividade das plântulas colonizadas por B. thuringiensis 

no controle de P. xylostella e os resultados de promoção abrem perspectivas para a utilização 

sistêmica de B. thuringiensis para a promotoção do crescimento de plantas e para o controle 

de P. xylostella. 

A capacidade de promover o crescimento vegetal agrega vantagens na utilização de 

desta bactéria como microrganismo multifuncional, pois além da estirpe S1905 ser efetiva no 

controle biológico de pragas (PRAÇA et al., 2010), poderá ser utilizada para melhorar a 

produção e qualidade de plântulas de repolho, diminuindo a dependência dos métodos 

químicos, permitindo a redução de custos de produção e melhoria na fertilidade do solo.  

Após a seleção desta estirpe, é importante que novos experimentos sejam conduzidos 

para avaliar a forma mais adequada de aplicação desta bactéria como inoculante microbiano e 
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de forma que suas estruturas penetrem e estabeleçam nos tecidos vegetais. Métodos práticos e 

confiáveis devem ser estudados.  

Apesar dos estudos apresentados serem in vitro, os resultados foram promissores. No 

entanto, há que se considerar a avaliação destes tratamentos em casa de vegetação e no campo 

para que se possa afirmar seu potencial de uso em lavouras comerciais nas condições de solo 

e clima do Brasil, além de ser uma alternativa mais segura ao ambiente e à saúde humana para 

o desenvolvimento sustentável. 

 

4 CONCLUSÕES 

 

Com relação ao efeito de B. thuringiensis sobre o crescimento das plântulas de repolho, 

o sedimento da estirpe S1905 apresentou um efeito positivo sobre o crescimento inicial e 

sobre o desenvolvimento da parte aérea das plântulas de repolho cultivadas in vitro. 

 Desta forma, este trabalho apresentou uma excelente contribuição para o futuro da 

utilização sistêmica de B. thuringiensis para o controle de insetos-praga e para a promoção do 

crescimento vegetal.  
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