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RESUMO 

 

Pulgões-verde-dos-cereais (Schizaphis graminum) são insetos sugadores de seiva do floema 

que infectam as culturas, causando danos não só pelo resultado direto da alimentação mas 

também pela sua importância nos vetores dos vírus das plantas. S. graminum é considerado 

uma praga secundária de milho, mas com a intensificação do manejo de pragas, especialmente 

para a ordem de Lepidoptera, tem sido observada uma infestação recorrente devido à redução 

do uso de pesticidas de amplo espectro e à falta de competição intraespecífica. Assim, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil genético e molecular de linhagens de 

Bacillus thuringiensis (Bt) e seu potencial entomopatogênico para S. graminum. Bioensaios 

contra S. graminum foram realizados utilizando quatro linhagens elite entomopatogênicas 

para pragas de diferentes ordens e pertencentes à coleção de Microrganismos da Embrapa 

Milho e Sorgo. Além disso, a expressão dos genes cry e a análise do perfil de proteínas 

também foram realizadas para cada cepa. As linhagens 1644 e 1648 mostraram um efeito 

patogênico maior e mais rápido, reduzindo as taxas de sobrevivência de insetos a 20% após 

48 horas e a 6% e 0% após 96 horas de exposição, respectivamente. As cepas 1636 e 1641 

também foram entomopatogênicas, mas as taxas de sobrevida diminuíram mais lentamente. 

Nenhuma expressão de genes cry foi detectada nas cepas 1644 e 1648, enquanto o gene 

cry2Ab apresentou um perfil de expressão característico dos genes cry dependentes de 

esporulação. A análise de proteína total das linhagens 1636, 1641 e 1644 mostrou diferentes 

perfis protéicos com pesos moleculares variando de 20 a 210 kDa. Não pudemos associar as 

proteínas de 1644 e 1648 com proteínas Cry. No entanto, no perfil mostrado pela estirpe 

1636, duas bandas com 60 e 130 kDa são semelhantes às proteínas Cry2A (70 kDa) e Cry1Ac 

(120 kDa), respectivamente. Os resultados demonstram o potencial dessas linhagens como 

fonte de genes contra S. graminum, além de evidenciar a necessidade de melhor entender a 

regulação dos genes cry nestes isolados e otimizar os processos de obtenção de produtos à 

base de B. thuringiensis. 

 

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Controle biológico. Caracterização molecular. RT- 

qPCR. Schizaphis graminum. Pulgão- verde- dos- cereais. 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Greenbug is a sap-sucking insect that infects crops causing damages not only as a direct result 

of feeding but also by their importance as vectors of plant viruses.  S. graminum is considered 

a secondary pest of maize, but with an intensification of the pest management, especially for 

Lepidoptera order, it has been observed a recurrent infestation due to the reduced use of the 

broad-spectrum pesticides and the lack of intraspecific competition.  So, the present work 

aimed to evaluate the molecular genetic profile of Bacillus thuringiensis (Bt) strains and its 

entomopathogenic potential for S. graminum. Bioassays against S. graminum were carried out 

using four elite strains entomopathogenic for pests of different orders and belonging to the 

collection of Microorganisms of Embrapa Maize and Sorghum.  Furthermore, the expression 

of cry genes and protein profile analysis were also conducted for each strain. Strains 1644 and 

1648 showed a higher and faster pathogenic effect, reducing insect survival rates to 20% after 

48h and to 6% and 0% after 96h of exposure, respectively. The strains 1636 and 1641 were 

also entomopathogenic, but survival rates diminish more slowly. No expression of cry genes 

evaluated could be detected in 1644 and 1648 strains whereas the cry2Ab gene showed an 

expression profile characteristic of the sporulation-dependent cry genes. Total protein analysis 

from 1636, 1641 and 1644 strains showed different protein profiles with molecular weights 

ranging from 20 to 210 kDa. We could not associate proteins from 1644 and 1648 with Cry 

proteins. However, in the profile showed by 1636 strain, two bands with 60 and 130 kDa are 

similar to the Cry2A (70 kDa) and Cry1Ac (120 kDa) proteins, respectively. The results 

demonstrate the potential of these strains as a source of genes against S. graminum, besides 

evidencing the need to better understand the regulation of the cry genes in these isolates and 

to optimize the processes for obtaining products based on B. thuringiensis.  

 

Keywords: Bacillus thuringiensis. Biological control. Molecular characterization. RT- qPCR. 

Schizaphis graminum. Greenbug. 



 

Sumário 

            

PRIMEIRA PARTE ...................................................................................................................... 12 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 13 

2 REFERENCIAL TEÓRICO ................................................................................................. 15 

2.1 O controle de pragas na agricultura ..................................................................................... 15 

2.2 Schizaphis graminum ..................................................................................................... 16 

2.3 Bacillus thuringiensis (Bt) e aplicações biotecnológicas ................................................ 19 

2.4 δ-endotoxina Cry ........................................................................................................... 22 

2.4.1 Estrutura ........................................................................................................................ 22 

2.4.2 Modo de ação ................................................................................................................. 24 

2.5 Bacillus thuringiensis (Bt) e sua aplicação em Hemípteros ........................................... 25 

2.6 Análise de expressão gênica ........................................................................................... 26 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................................... 29 

SEGUNDA PARTE – ARTIGO ................................................................................................... 37 

DINÂMICA DE EXPRESSÃO DE GENES CRY EM CEPAS  DE Bacillus thuringiensis 

CAPAZES DE CONTROLAR O PULGÃO- VERDE- DOS- CEREAIS (Schizaphis 

graminum) .............................................................................................................................. 38 
 



12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PRIMEIRA PARTE 

Introdução geral 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

1 INTRODUÇÃO 

A incidência de pragas, anteriormente consideradas secundárias, intensificou-se nos 

últimos anos, registrando-se extensivas perdas econômicas em culturas agrícolas. A 

ocorrência pragas sugadoras, por exemplo o pulgão Schizaphis graminum, tem sido um 

preocupante problema para muitos agricultores, principalmente na região sul do Brasil. Nos 

últimos anos, a rápida proliferação desse inseto associada ao estresse hídrico, altas 

temperaturas e ao uso de métodos de amplo espectro de ação para controle de lepidópteros 

fizeram com que os danos econômicos atribuídos ao ataque de pulgão, por exemplo, 

alcançassem de 10% a 50% em safras passadas (KHAN et al., 2012; PALHARES, 2016). 

A espécie Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae) é um afídeo 

que ocorre em culturas como milho, trigo, sorgo, cana-de-açúcar, aveia, centeio, cevada, 

painço e gramíneas não cultivadas (PEREIRA et al., 2010; CRUZ, 2012). Os pulgões são 

insetos sugadores de seiva do floema, atuando como importantes promotores de perdas diretas 

(causadas pela sucção de seiva e do efeito tóxico da saliva) ou indiretas (transmissão ou 

favorecimento do desenvolvimento de espécies de patógenos como fungos e o vírus do 

mosaico comum do milho) (CHACKO, 1991; BARROS, 2012). 

Em lavouras de milho, o ataque desses insetos podem causar a morte ou perfilhamento 

de plantas, além da produção de espigas atrofiadas ou com granação deficiente (PEREIRA et 

al., 2006). O manejo atual de pulgões baseia-se principalmente na aplicação de inseticidas 

químicos que, quando utilizados de forma inadequada, podem provocar danos ao ambiente, 

como o desequilíbrio ecológico e alterações nas populações de inimigos naturais além da 

seleção de indivíduos resistentes (CHOUGULE e BONNING, 2012). Outro fator a ser 

ressaltado refere-se ao plantio de cultivares de milho expressando proteínas de Bacillus 

thuringiensis (Bt) que apresentam uma ação tóxica a diversas ordens de insetos, 

principalmente os lepidópteros. Entretanto, a utilização de milho Bt no país tem favorecido 

um maior rendimento na produção, a ausência de competição intraespecífica, plantas 

vigorosas e sem resquício de inseticidas químicos, fatores que contribuem para possíveis 

infestações de insetos não-alvos na cultura (PEREIRA et al., 2010; CHOUGULE e 

BONNING, 2012) 

Alguns trabalhos demonstraram que toxinas Bt causam pouco ou nenhum efeito sobre 

a sobrevivência e fecundidade dos afídeos (PONCET et al., 1995; ASHOURI et al., 2001; 

AIMANOVA et al., 2006; FARIA et al., 2007; MELLET e SCHOEMAN, 2007). No entanto, 

testes que avaliaram a sensibilidade do pulgão de ervilha (Acyrthosiphon pisum), criado em 

dieta artificial, as toxinas Cry demonstraram que quatro endotoxinas – Cry3A, Cry4Aa, 
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Cry11Aa, Cyt1Aa – apresentaram toxidade que foi refletida nas taxas de morte e crescimento 

dos insetos (PORCAR et al., 2009). Sabendo-se que uso indiscriminado de inseticidas 

químicos podem trazer graves danos à saúde humana, aos ecossistemas e às águas 

subterrâneas, o estudo e a aplicação de endotoxinas Bt para o controle de afídeos torna-se de 

grande interesse frente à incessante busca por uma agricultura mais sustentável (KESWANI et 

al., 2013; BISEN et al., 2015). 

Para que ocorra uma efetividade tóxica de isolados de Bt sobre os hemípteros é 

essencial que a toxina seja ativada proteoliticamente no intestino dos insetos. Dessa forma, as 

diferenças entre as enzimas proteolíticas, o pH do intestino desses insetos e a estratégia 

utilizada nos experimentos são fatores que devem ser considerados para uma avaliação mais 

adequada dos efeitos da toxina em análise. Assim, um estudo detalhado para a melhoria dos 

processos que visam a aplicação de Bt para controle de afídeos torna-se importante para o 

manejo sustentável dessas pragas (LI et al., 2011; SCHÜNEMANN et al., 2014).  

O primeiro passo para a aplicação de B. thuringiensis no controle de S. graminum e 

de outros sugadores refere-se à busca por cepas que apresentem toxidade à espécie através de 

ensaios de patogenicidade in vitro. Algumas cepas exclusivas do banco do Laboratório de 

Controle Biológico da Embrapa Milho e Sorgo se destacam devido seus altos índices de 

mortalidade para espécies da ordem Lepidoptera, sendo de grande interesse explanar a 

aplicação das mesmas para outras ordens e explorar de forma mais detalhada seu perfil 

molecular a nível transcricional e traducional. Assim, o presente trabalho teve como objetivo 

estudar a potencialidade entomapatogênica de cepas Bacillus thuringiensis para controle de 

Schizaphis graminum.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 O controle de pragas na agricultura  

De acordo com dados levantados pelo Sindicato Nacional da Indústria de Produtos 

para Defesa Vegetal (SINDIVEG) (2017), o balanço oficial anual em 2016 do setor de vendas 

de defensivos agrícolas no Brasil totalizou US$ 9,5 bilhões. Desse valor, os inseticidas 

representam 29% das comercializações, sem contabilizar a quantidade de agroquímicos 

comercializados ilegalmente no país. 

O milho representa a segunda cultura mais produzida no país, sendo que a safra 

2017/18 está estimada em 92.347 milhões de toneladas, distribuída em uma área de 

aproximadamente 17.085 mil hectares (CONAB, 2018). Nesse cenário, a lavoura de milho 

absorve 10% da receita apurada em comercialização de agroquímicos no Brasil, o que, ao 

longo de anos, representou o principal contribuinte para o controle de pragas e doenças por 

ser considerada uma estratégia viável pelo custo e eficácia (SANSINENEA, 2016; 

SINDIVEG, 2016). No entanto, os impactos ambientais decorrentes dessa atividade, tal como 

a contaminação dos solos e da água, a seleção de insetos-praga resistentes e os efeitos letais 

sobre organismos não-alvo fez com que agricultores e produtores em geral buscassem meios 

alternativos na produção agrícola que viabilizem a redução dos produtos químicos utilizados 

(KOGAN, 1998). 

Apesar da redução de 21,56% nas vendas de defensivos no ano de 2015 (SINDIVEG, 

2016), a tentativa de diminuir o emprego de agroquímicos na agricultura continua a ser um 

desafio constante. A prática do controle biológico e o uso de substâncias naturais podem 

complementar esses esforços, considerando-se que a aplicação de pesticidas sintéticos deve 

ser mínima e como um último recurso. O controle biológico consiste na adoção de diferentes 

estratégias com o propósito de induzir suficientemente a mortalidade na população da praga 

alvo para garantir que o dano não seja excedido ao decorrer da época de cultivo. Tais 

estratégias se baseiam em diferentes tipos de inimigos naturais, como agentes patogênicos 

(bactérias, fungos, vírus) e insetos predadores ou parasitoides  (COCK et al., 2012; EYHORN 

et al., 2015). 

Outra prática agronômica preventiva ao uso de pesticidas sintéticos refere-se à 

utilização de variedade resistentes desenvolvidas por meio de engenharia genética. Em 2015, 

lavouras geneticamente modificadas foram cultivadas por aproximadamente 18 milhões de 

agricultores em 26 países, sobre uma superfície total de 185,1 milhões de hectares. Além de 

ganhos econômicos, os agricultores beneficiaram-se pela redução de 50% no número de 

aplicações de pesticidas, contribuindo assim para um ambiente mais sustentável e melhor 
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qualidade de vida (ISAAA, 2016).  

Em relação a lavoura de milho, as sementes utilizadas na maioria das áreas cultivadas 

são transgênicas, resistentes à ação de herbicidas e/ou ao ataque de lagartas. A área de 

produção do milho utilizando sementes transgênicas é estimada atualmente em 15,7 milhões 

de hectares. Entretanto, deve-se ressaltar que a utilização correta dessas tecnologias visando 

evitar a seleção de indivíduos resistentes na cultura, como a adoção da área de refúgio, 

expressão de alta dose da toxina Bt no híbrido transgênico e a rotação de métodos de controle 

de pragas é essencial para o sucesso no uso do Bt (CÉLERES, 2016).  

2.2 Schizaphis graminum 

Desde a safra 2005/2006 vem ocorrendo um aumento das populações de pragas que 

anteriormente eram consideradas secundárias e de pouca importância. O controle de 

algumas espécies sugadoras era realizado na ocasião do plantio direto e/ou na segunda 

safra. Entretanto, a adoção do plantio de milho safrinha permite o cultivo durante quase 

todo o ano, o que exige maior atenção quanto às técnicas de manejo. Aliado a esses fatores, 

deve-se considerar as modificações climáticas e os programas voltados ao controle de 

lepidópteros nos últimos anos como importantes contribuintes no remanejamento dos 

insetos infestantes (CRUZ, 2012; PIONEER, 2016). 

Pulgões (Hemiptera, Sternorrhyncha, Aphidoidea) são pragas agrícolas ocorrentes 

em praticamente todas as culturas, especialmente aquelas localizadas nas regiões 

temperadas do mundo. Uma espécie que vem sendo identificada em culturas de milho, com 

registro de altas infestações, é Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: 

Aphididae) - também conhecido pulgão-verde-dos-cereais. Esse inseto se alimenta de seiva 

do floema de plantas superiores e, além de privar as plantas de nutrição, também podem 

atuar como potentes vetores de fitopatogênicos (BLACKMAN e EASTOP, 1984; WILL e 

VILCINSKAS, 2015).   

O aparelho bucal de um pulgão é altamente adaptado, apresentando dois pares de 

estiletes flexíveis que são introduzidos na epiderme e movidos na camada cortical da planta. 

Durante a penetração, o inseto secreta uma saliva gelatinosa no espaço intercelular que se 

endurece para formar uma superfície vedativa e uma bainha tubular contínua encerra o 

comprimento total do estilete dentro o apoplasto. As células do mesófilo são perfuradas e o 

pulgão injeta pequenas quantidades de saliva contendo proteínas efetoras, que funcionam 

como “provas exploratórias” para avaliar a qualidade da planta. Uma vez que o floema é 

alcançado, o inseto alterna entre a ingestão da seiva e a secreção da saliva aquosa contendo 
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enzimas digestivas. Durante a retirada do estilete do floema há a secreção da saliva viscosa 

isolando qualquer vazamento causado pelo processo de inserção e causando uma injúria 

mínima no tecido. Metabólitos secundários são ingeridos durante a alimentação e podem ser 

absorvidos e acumulados no hemocele ou são excretados no intestino posterior como um 

melado juntamente com todos os seus metabolitos restantes (INOUE-NAGATA e 

NAGATA, 2002; ZÜST e AGRAWAL, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O pulgão-verde-dos-cereais (Figura 2) possui corpo oval, alongado com tamanho 

variando entre 1,3 a 2,1 mm. Na sua forma alada apresenta cabeça e a primeira parte do 

tórax de cor marrom-claro e o abdômen amarelo esverdeado (Figura 2A). No último instar 

de ninfa e em adultos o inseto apresenta coloração verde amarelada e dorso com linha 

média longitudinal verde-escura, antenas são uniformemente escura e possui seis 

segmentos. Os sifúnculos são da mesma cor do restante do corpo, com as pontas 

ligeiramente dilatadas e escurecidas (Figura 2B) (NUESSLY e NAGATA, 2005; PEREIRA 

et al., 2010).  

 

 

 

Figura 1- Esquema da alimentação do afídeo e resposta das plantas 
 

(1) Penetração do estilete do afídeo no apoplasto; (2) Produção de proteínas efetoras na saliva; (3 e 
4) Contato com o floema e alternância entre a sucção de seiva e produção de enzimas digestivas na 

saliva para evitar a formação de calose; (5 e 6) Síntese e transporte de metabólitos secundários de 

defesa pela planta; (7) Absorção de metabólitos secundários na hemocele; (8 e 9) Excreção da seiva 

ingeria no intestino posterior em forma de melado. Fonte: Züst† e Agrawal , 2016. 
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S. graminum possui reprodução assexuada, por partenogênese telítoca e desenvolve-

se em temperaturas que variam de 18° a 26°C. Não apresentam estágio de pupa, sendo que 

o ciclo de vida dura em média 25 dias. As características biológicas dependem das 

condições do ambiente, sendo favorecidas por altas temperaturas e condições normais de 

umidade relativa. O período reprodutivo perdura por cerca de 10 dias, com média de 5 a 7 

ninfas/fêmea (GASSEN, 1996; MAIA et al., 2004; NUESSLY e NAGATA, 2005; 

BARROS, 2012).  

De um modo geral, os pulgões são conhecidos por serem potentes transmissores de 

doença em plantas. Em milho, são disseminadores do Sugarcane mosaic virus (SCMV), 

identificado como o agente causal do mosaico comum em milho, doença caracterizada pela 

formação de pequenas áreas verde-claro entremeadas com áreas verde-escuro nas folhas da 

planta e que acarreta grandes perdas de produção (Figura 3) (NAULT E BRADLEY, 1969; 

FERNANDES e OLIVEIRA, 1997; BARROS, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 2 - Pulgão-verde-dos-cereais (Schizaphis graminum) 

 

 

B A 

A) Schizaphis graminum em sua forma alada. B) Schizaphis graminum em sua forma áptera, com 

detalhe em suas antenas de coloração mais escura que o corpo (seta em amarelo), linha média 

longitudinal verde-escura (seta em laranja) e os sifúnculos (círculo em vermelho). Fonte: Arquivo 

INRA (França), 2010. 

Figura 3 - Folhas de milho com sintomas de SCMV. 
 

Fonte: Elizabeth de Oliveira - Arquivo CNPMS. 



19 
 

O ataque dos afídeos é dado em colônias, concentrando-se nos pendões, nas folhas, 

nas espigas ou no interior do cartucho. No caso de ataques de S. graminum, o local mais 

atacado são as folhas e caules, com preferência para a região do lado adaxial foliar. A 

resposta fisiológica da planta à infestação e os danos diretos gerados pela mesma estão 

associados a diversos fatores. Entre eles, pode-se citar estresse abiótico (seca 

principalmente), altas populações do pulgão (resultado de desequilíbrios biológicos, 

sobretudo desencadeados pelo alto uso de agroquímicos e a deficiência na rotatividade de 

técnicas de controle), efeito da saliva do inseto que possui atividade enzimática que quebra 

a parede celular e cloroplastos em plantas suscetíveis e o acúmulo da substância açucarada 

excretada pelos pulgões que pode impedir a fecundação e a dispersão do pólen. No milho, 

isso pode ser observado através da morte da planta, perfilhamento, atrofiamento e granação 

deficiente nas espigas (Figura 4) (NUESSLY e NAGATA, 2005;  et al., 2006; BARROS, 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

2.3 Bacillus thuringiensis (Bt) e aplicações biotecnológicas 

Algumas espécies de entomapatógenos foram identificadas e são amplamente 

utilizadas em programas de manejo integrado de pragas e agricultura sustentável. Tais agentes 

patogênicos correspondem a vírus, bactérias, fungos e nematóides, sendo a bactéria Bacillus 

Fonte: Tiago Hauagge – 

Arquivo Dupont Pioneer, 2016 

 

Fonte: PEREIRA e SALVADORI, 2006. 

Figura 4 - Sintomas ocasionados pela infestação de pulgão em milho 

A) Clorose nas folhas, B) Morte da planta, C) Perfilhamento de espigas, D) Atrofiamento de espigas e 
E) Granação deficiente. 
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thuringiensis o principal microrganismo produzido comercialmente (GLARE et al., 2012). 

Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillaceae: Bacillales) foi originalmente isolado por 

Ishiwatta a partir de lepidópteros Bombyx mori mortos em uma infestação ocorrida no Japão, 

em 1902. Posteriormente, a bactéria foi isolada novamente na Alemanha a partir da lagarta 

Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera, Pyralidae) (DE BARJAC; BONNEFOI, 1968). 

Trata-se de uma bactéria aeróbica ou anaeróbica facultativa, gram-positiva, podendo ser 

encontrada no solo, em insetos e seus habitats, produtos armazenados, plantas, florestas e 

ambientes aquáticos, com o potencial de permanecer em latência no ambiente mesmo em 

condições desfavoráveis à sua sobrevivência (HERRNSTADT et al., 1986; HÖFTE e 

WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998).  

Desde sua descoberta, B. thuringiensis tornou-se um microrganismo extremamente 

interessante para a agricultura devido sua potencialidade em produzir inclusões cristalinas 

parasporais que se formam durante a esporulação, característica esta que a diferencia de 

outras espécies do gênero Bacillus ssp.  Essas inclusões são constituídas de uma ou mais 

proteínas de 27 a 140 kDa e apresentam atividade entomopatogênica para gama de insetos, 

principalmente aos pertencentes à ordem lepidóptera (DIDELOT et al., 2009). 

Outras toxinas também são produzidas pelo Bt, como as α-exotoxina, β-exotoxina, 

hemolisinas, enterotoxinas, fosfolipases, quitinases (fase de esporulação) e as VIPs 

(Vegetative Insecticidal Proteins) (fase vegetativa) (ESTRUCH et al., 1996; HANSEN e 

SALAMITOU, 2000). Entretanto, a inclusão proteica contida na bactéria é formada por 

proteínas Cry e/ou Cyt denominadas δ-endotoxinas, sendo que a composição e as estruturas 

das toxinas são responsáveis pela conformação do cristal, que pode ser bipiramidal, cuboide, 

romboide, ovoide, esférico, retangular ou ainda sem forma definida. Essas proteínas se 

associam por meio de ligações de hidrogênio, pontes dissulfeto, hidrofobicidade e outras 

interações, garantindo sua estabilidade estrutural (GILL et al., 1992; HABIB e ANDRADE, 

1998). 

O alto grau de especificidade entre Bt e seus hospedeiros foi inicialmente reconhecida 

pela toxidade de uma subespécie ou estirpe restrita a uma ordem específica de insetos, em 

particular Lepidoptera (subsp. kurstaki, aizawai), Coleoptera (tenebrionis) ou Diptera 

(israelensis) (HÖFTE; WHITELEY, 1989). Entretanto, através da avaliação de uma 

infinidade de isolados em diferentes organismos e a utilização de ferramentas moleculares 

como sequenciamento e a clonagem de genes individuais para a expressão de proteínas 

heterólogas tornou possível associar uma alta afinidade entre o espectro de ação das famílias 

de toxinas e as ordens às quais pertencem insetos-praga e vetores de doenças (HÖFTE; 
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WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998; IBRAHIM et al., 2010). 

Com base nas semelhanças da sequência de aminoácidos foram classificadas 75 

famílias cry (801 genes), três famílias do gene cyt (40 genes) e quatro famílias do gene vip 

(140 genes) já testadas e descritas no banco de dados online 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/ para toxinas Bt com links para 

informações sobre insetos hospedeiros (HÖFTE; WHITELEY, 1989; CRICKMORE et al., 

2018). De uma forma geral, verifica-se que algumas famílias de genes Bt possuem maior 

espectro de ação para determinadas ordens, tal como Lepidoptera (cry1, cry9, cry15, cry20, 

cry51, cry54, cry59 e os genes VIP), Diptera (cry2, cry4, cry10, cry11, cry16, cry17, cry19, 

cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32, cry39, cry40, cry44, cry47, cry48, cry49, cry52 e 

genes CYT) e Coleoptera (cry3, cry7, cry8, cry14, cry18, cry22, cry23, cry26, cry28, cry34, 

cry35, cry366, cry37, cry38, cry43 e cry55). Em adição, constatou-se que genes como cry5, 

cry6, cry12, cry13, cry14, cry21 e cry55 apresentam toxicidade contra nematóidesde plantas e 

animais (SALEHI JOUZANI et al., 2008; JOUZANI; VALIJANIAN; SHARAFI, 2017; 

RUAN et al., 2018).  

 A potencialidade da bactéria Bt no controle de pragas a torna o mais importante 

principio ativo de pesticidas microbianos utilizados no mundo, produtos que representam uma 

parte importante da indústria de biopesticidas (DUNHAM, 2015). Além da sua propriedade 

inseticida, os formulados a base de Bt são relatados para o controle de espécies de nematoides 

parasitas de planta e animais, ácaros vetores de doenças (YU et al., 2014; DUNSTAND-

GUZMÁN et al., 2015). Produtos deste segmento são altamente recomendados por 

apresentarem risco reduzido devido seu perfil toxicológico e menos requisitos de registro em 

comparação com pesticidas químicos, sendo o segmento de produtos de crescimento mais 

rápido da indústria global de biocontrole (LEAHY et al., 2014). Segundo o banco de 

informações sobre os produtos agroquímicos e afins registrados no Ministério da Agricultura, 

existem atualmente 19 produtos formulados à base de B. thuringiensis disponíveis 

comercialmente no país (AGROFIT, 2018). O estabelecimento de tais produtos no mercado 

relaciona-se estritamente com a qualidade de produção das formulações que propicia, por 

exemplo, uma alta eficiência, segurança e facilidade de manuseio (CERÓN, 2001).  

A bactéria Bt representa uma rica fonte doadora de genes na produção de organismos 

geneticamente modificados. Dos 76 eventos de plantas GM aprovados no Brasil, 43 

apresentam genes Bt / genes herbicidas ou somente genes Bt distribuídos nas culturas de soja 

(quatro eventos), milho (34 eventos), algodão (nove eventos) e cana-de-açúcar (um evento) 

(CTNBIO, 2017). Entretanto, principalmente pela possível evolução da resistência nas 
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populações de pragas alvo, torna-se cada vez mais interessante a identificação e 

caracterização de potentes genes a serem estaqueados em eventos GMs (CRAIG et al., 2008; 

JOUZANI, 2012).  

Outra aplicação biotecnológica do Bt se refere à sua utilização como bactéria 

promotora de crescimento vegetal, uma vez que algumas estirpes podem colonizar raízes ou 

metabolizar substâncias que melhoram o crescimento em condições desfavoráveis de 

nutrientes (metabólitos como enzimas ACC deaminase, indol-3-acético, prolina e enzimas de 

solubilização de fosfato) (ARMADA et al., 2016). 

Bacillus thuringiensis também pode ser empregado no biocontrole de fungos pela 

potencialidade de algumas cepas produzirem metabólitos antifúngicos, como enzimas 

degradantes da parede celular, lipopéptido fengicina, compostos voláteis (COV) e moléculas 

de sinalização indutoras de resistência sistêmica da planta ao fungo (SHRESTHA et al., 

2015). Além disso, foi possível isolar e purificar a partir de diferentes subespécies de Bt em 

seu período de crescimento vegetativo, substâncias denominadas bacteriocinas, que podem ter 

potencial efeito sobre bactérias patogênicas humanas, vegetais e que estão envolvidas no 

processo de degradação de alimentos (DE LA FUENTE-SALCIDO; CASADOS-VÁZQUEZ; 

BARBOZA-CORONA, 2013). 

2.4 δ-endotoxina Cry 

As δ-endotoxinas possuem alta especificidade, podendo ser encontradas na forma de 

α-hélice e 𝛽-barril. No grupo α-hélice se inclui a toxina Cry, que possui três domínios e é 

codificada pelo gene cry. O grupo 𝛽-barril é característico da toxina Cyt e codificada pelo 

gene cyt. Ambas as toxinas, Cry e Cyt, são formadas e cristalizadas in vivo em pH básico e 

transformadas em toxinas ativas pela remoção das regiões N-terminal dos peptídeos e 

aproximadamente metade da proteína restante da porção C-terminal (no caso de protoxinas 

longas). Entretanto, as proteínas Cry e Cyt não possuem nenhuma homologia e suas 

respectivas toxinas interagem com receptores distintos, sendo a primeira com receptores 

proteína- específicos e a segunda com fosfolipídios insaturados (fosfatidilcolina, 

fosfatidiletanolamina e esfingomelina) (AL-YAHYAEE e ELLAR, 1995; HABIB e 

ANDRADE, 1998; HANSEN e SALAMITOU, 2000; PARKER e FEIL, 2005; BRAVO et 

al., 2007). 

2.4.1 Estrutura 

Apesar da atividade inseticida ser específica para as diferentes toxinas Cry, a estrutura 

3D é a mesma entre elas e formada por três domínios. O domínio I é composto de α-hélices e 

está associado à oligomerização da toxina, inserção da membrana e formação de poros no 
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intestino do inseto. O domínio II, formado por um prisma de folhas β, está envolvido na 

interação entre a toxina e os receptores da borda da escova do intestino médio, uma vez que 

seus loops medeiam a interação entre a toxina e diferentes proteínas do hospedeiro. O 

domínio III é composto por um sanduíche de folhas β e tem sido implicado na estabilidade da 

toxina e na especificidade de ligação em alguns insetos (LI; CARROLL; ELLAR, 1991; 

RAJAMOHAN et al., 1996; DE MAAGD et al., 1996; PARDO-LOPEZ; SOBERON; 

BRAVO, 2013; PALMA et al., 2014). 

O alinhamento de sequências múltiplas de aminoácidos pertencentes a distintas 

proteínas Cry indicou que a maioria das sequências apresentavam cinco blocos conservados 

na região N-terminal, mais especificamente na região responsável pela codificação da toxina 

ativa (domínios I, II e III) (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; HÖFTE; 

WHITELEY, 1989; KNOWLES, 1994; PALMA et al., 2014). Posteriormente foram descritos 

adicionalmente três blocos de aminoácidos situados fora do núcleo ativo, na extremidade C-

terminal da protoxina, assim também como a descrição de quatro domínios que podem estar 

envolvidos no empacotamento do cristal (Figura 5).  Várias protoxinas de três domínios não 

possuem a região C-terminal prolongada e são, em vez disso, sintetizadas como protoxinas 

mais curtas de aproximadamente 70 kDa (PALMA et al., 2014; SCHNEPF et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação da clivagem dos blocos conservados da toxina Cry. 

(PALMA et al., 2014) 

Representação dos blocos conservados em diferentes proteínas Cry. Em verde estão representados os 

blocos descritos por Höfte e Whiteley (1989). Os blocos em vermelho foram acrescentados 

posteriormente (SCHNEPF et al., 1998). 
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2.4.2 Modo de ação 

As proteínas Cry apresentam–se como protoxinas e para desencadearem toxidade no 

organismo alvo elas precisam ser ativadas por proteases. O conhecimento acumulado sobre a 

ligação da toxina com os receptores da praga foram obtidos por vários experimentos 

envolvendo lepidópteros.   Várias etapas englobam o modo de ação dessas proteínas, iniciadas 

a partir do momento que o cristal e o esporo são ingeridos pelo inseto. O modelo mais 

completo do modo de ação propõe que as toxinas Cry passam por uma sequencia de ligações 

com diferentes proteínas intestinais do inseto levando a oligomerização da toxina, a inserção 

na membrana e a formação de poros (Figura 6) ( SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 

2004). 

Após a ingestão (passo 1), as inclusões cristalinas sofrem dissociação no intestino 

alcalino do inseto (pH ~9,5) através da remoção de aminoácidos nas extremidades N-terminal e C-

terminal (passo 2) (BRAVO et al., 2007) e uma vez solubilizadas as protoxinas (130-140 KDa) 

são ativadas por proteases intestinais para obter a toxina ativa (60-70 KDa). Os segmentos 

proteicos tóxicos ativos são liberados no lúmen. Os receptores específicos estão localizados 

nas microvilosidades apicais das membranas das células colunares do intestino médio e entre 

eles estão aminopeptidase-N (APN), fosfatase alcalina (ALP), caderina, ATP membro da 

Subfamília de proteínas transportadoras (ABCC2) e um glicoconjugado (GCR) (ARONSON; 

BECKMAN; DUNN, 1986; KNOWLES, 1994; DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; 

BRAVO et al., 2004; PIGOTT; ELLAR, 2007; PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013).  

Propõe-se que a ligação entre a toxina e o receptor primário tipo-caderina do intestino 

sejam mediadas pelos domínios II e III. A ligação com a caderina causa alterações da 

conformação da toxina que permitem, ainda, a clivagem N-terminal da α-hélice 1 no D-I, o 

que faz com que a toxina perca a afinidade com a caderina e consequente dissociação entre 

ambas (passo 3) (GÓMEZ et al., 2002). 

Em seguida a dissociação da toxina, a caderina forma um tetrâmero (também chamado 

de pré-poro) (passo 4). Este tetrâmero, se ligará a receptores secundários chamados de 

aminopeptidase (APN) ancorada ao glicosilfosfatidil-inositol (GPI), fosfatase alcalina (ALP) 

ancorada também a GPI e um glicoconjugado de 270 kDa, ambos localizados dentro de 

jangadas lipídicas. A ligação aos receptores permite a inserção do tetrâmero na membrana 

(passo 5).  A inserção da estrutura forma um poro seletivo à íons positivos, desencadeando um 

desequilíbrio iônico que resulta na lise celular (passo 6) (BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007; 

GRIFFITTS et al., 2005; MARTINS et al., 2010; PACHECO et al., 2009). 

 



25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os sintomas apresentados pelo inseto após a ingestão dos cristais e esporos são: perda 

de apetite, rejeição ao alimento, paralisia do intestino, vômito, diarreia, paralisia total e 

finalmente morte (ARONSON; BECKMAN; DUNN, 1986; BRAVO; GILL; SOBERÓN, 

2007). Uma vez que as células colunares e caliciformes são destruídas, os esporos de B. 

thuringiensis e outros agentes patogênicos intestinais têm acesso a hemolinfa, desencadeando 

uma infecção generalizada (BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007; DU; NICKERSON, 1996). 

Para a efetividade do modo de ação das proteínas Bt, deve-se considerar as diferenças 

significativas na fisiologia do intestino e consequentemente uma variação na atividade 

proteolítica. 

2.5 Bacillus thuringiensis (Bt) e sua aplicação em Hemípteros 

Para o sucesso da utilização da toxina Cry no controle de pragas é crucial que se 

compreenda e caracterize as várias etapas envolvidas no processo de intoxicação, incluindo-se 

desde a ingestão, ligação aos receptores, solubilização até a ativação da toxina. A 

especificidade das toxinas está intimamente relacionada com a fisiologia intestinal e a ação 

das proteases da praga alvo, o que se diferencia entre as diversas ordens de insetos existentes 

(DE MAAGD et al., 2001). Em Lepidoptera, o aparelho bucal na sua fase larval é do tipo 

mastigador, e, depois de ingerida, a protoxina é solubilizada em pH alcalino (acima de 9,5)  

Figura 6: Modelo de modo de ação da toxina Cry. 

(Adaptado de BRAVO et al., 2007; BRAVO e SOBERÓN, M., 2008) 

Modo de ação da toxina Cry segundo o modelo de formação de poros, destacando na parte superior 

os receptores secundários localizados no interior da jangada lipídica, cruciais na ligação da toxina à 
membrana. 
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(KNOWLES, 1994). Diferentemente, os pulgões possuem aparelho bucal sugador, o que 

reduz a exposição do inseto à toxina quando aplicada como um produto biológico, uma vez 

que pulverizadas elas permanecem na superfície foliar da planta. Além disso, sugere-se que a 

digestão do floema é extra-oral, com secreção de saliva contendo proteases que realizam a 

pré-digestão dos nutrientes antes de seguirem para o intestino (GUEDES et al., 2007; 

CHOUGULE e BONNING, 2012). 

Outro fato a se considerar no uso do Bt em pulgões refere-se às especificidades das 

clivagens proteolíticas que ocorrem em seu intestino, o que aumenta a solubilização e a 

consequente ativação da toxina. De forma semelhante aos coleópteros, que apresentaram 

susceptibilidade à toxina Cry, o pH intestinal dos hemípteras varia de levemente ácido à 

neutro e apresentam cisteino-proteases da catepsina tipo L e K -cuja ativação é favorecida em 

pH ácido - em comparação aos lepidópteros, que apresentam serino-proteases que são 

acionadas em intestinos de pH alcalino (CRISTOFOLETTI et al., 2003; CRICKMORE, 2005; 

HERNÁNDEZ et al., 2005).  

Diversos estudos foram realizados buscando o desenvolvimento de alternativas para o 

manejo de pragas hemípteras, empregando-se toxinas de Bacillus thuringiensis. Em muito 

deles, pouco ou nenhum efeito foi observado, como no caso dos pulgões de batata 

(Macrosiphum euphorbiae) submetidos a ingestão de toxinas Cry2, Cry3 e Cry4 e 

Acyrthosiphon pisum (Harris) quando expostos às toxinas Cry1Ac e Cry3Aa (WALTERS e 

ENGLISH, 1995; LI et al., 2011). Entretanto, Porcar et al. (2009) obtiveram resultados que 

demonstraram efeito de baixa a média mortalidade das toxinas Cry3A, Cry11Aa e Cyt1Aa em 

afídeos Acyrthosiphon pisum. Neste mesmo trabalho, as proteínas foram pré-ativadas com 

tripsina, protease tipicamente estudada em lepidópteros. No entanto, testes utilizando a 

cisteíno- protease para a mesma espécie de pulgão apresentaram atividade proteolítica 

eficiente. Nota-se, portanto, que a metodologia e todos os materiais nela utilizados são 

importantes fatores a serem considerados nos testes in vivo envolvendo pulgões 

(CRISTOFOLETTI et al., 2003; LI et al., 2011; CHOUGULE e BONNING, 2012). 

2.6 Análise de expressão gênica 

A Reação da Polimerase em Cadeia (PCR) é um dos métodos mais empregados em 

estudos de diversidade genética de cepas de Bt. Um dos limitantes na aplicação da técnica 

refere-se à especificidade das sequências a serem amplificadas. Iniciadores desenhados com a 

alteração de uma ou duas bases na extremidade 3’ pode fazer com que genes fortemente 

relacionados não sejam detectados. Em contraste, uma substituição na extremidade 5’ poderá 

gerar uma amplificação cruzada entre genes de uma mesma família. (PORCAR; JUÁREZ-
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PÉREZ, 2003). 

A detecção de expressão gênica foi, por anos, baseada em métodos como o ensaio de 

proteção contra RNAase (RPA), hibridização in situ, northern blot. Entretanto, a amplificação 

quantitativa de transcritos reversos (RT- qPCR) surgiu como a melhor opção frente aos 

métodos anteriores devido sua detecção rápida, menos trabalhosa, altamente reprodutível e, 

principalmente, quantitativa e sensível à baixos níveis de expressão de transcritos (BUSTIN, 

2010; BUSTIN et al., 2009; ESPY et al., 2006). 

Os ensaios de RT-qPCR foram desenvolvidos para quantificar o mRNA alvo durante o 

fase exponencial da PCR. O alvo é duplicado em cada ciclo durante esta fase e a amplificação 

do produto é detectada pelo acúmulo do sinal fluorescente. O ciclo no qual o sinal 

fluorescente excede os limiares de referência é estabelecido com ciclo limite (Ct - Cycle 

threshold) ou ciclo de quantificação (Cq). Quanto mais rápido o limiar for atingido maior será 

o nível de expressão do gene alvo avaliado (ARYA et al., 2005; KHEIRELSEID et al., 2010). 

O princípio de integração de PCR com fluorescência é dado pelo uso de reagentes 

como SYBR-Green ou sondas marcadas com fluoróforos. O SYBR-Green é altamente 

sensível, entretanto detecta o acúmulo de qualquer produto de ácido nucleico de dupla fita, ou 

seja, o SYBR- Green não é alvo-específico. A utilização de uma curva para determinar a 

temperatura de fusão (melting curve) baseada na porcentagem das bases citosina e guanina do 

alvo permite a análise de diferentes produtos amplificados e a obtenção de um pico de melting 

único denota que há apenas um produto amplificado e, consequentemente, especificidade na 

reação (ARIKAWA et al., 2008; ESPY et al., 2006). O ensaio conhecido como TaqMan 

baseia-se na utilização de uma sonda fluorescente que hibridiza na região-alvo e que, 

posteriormente é clivada durante a amplificação com o primer sense. Essa sonda é um 

oligonucleotídeo curto que apresenta a um fluoróforo ligado na extremidade 5´chamado de 

repórter e um composto que inibe a emissão de fluorescência do repórter e está ligado no 

terminal 3’, conhecido como quencher. Para a detecção do sinal de fluorescência, a sonda 

deve reconhecer e se ligar primeiramente a um fragmento de DNA do interior da sequência 

alvo. Em seguida, ocorre a clivagem da sonda hibridizada pela enzima Taq polimerase e os 

fragmentos ligados ao corante repórter são deslocados do alvo. Uma vez separado do 

quencher, o repórter emite fluorescência característica que será detectada pelo sistema do 

equipamento. Esse processo se repete em todos os ciclos e a intensidade da fluorescência é 

aumentada na medida em que mais amplicons vão sendo produzidos. Ensaios utilizando 

sondas possuem maior especificidade quando comparado ao SYBR-Green pois, além dos 

primers, o uso da sonda permite a detecção de uma sequencia pré-determinada no material 
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analisado ( ESPY et al., 2006; BIOSYSTEMS, 2010). 

Independente do ensaio utilizado, fatores como qualidade do RNA, a concentração e a 

qualidade do cDNA e a eficiência da reação de PCR podem influenciar valores do ciclo de 

quantificação (Cq ou Ct). Para reduzir erros durante a qPCR, genes de referência 

(housekeeping genes) são utilizados para a normalização de todas as amostras em análises de 

quantificação comparativa (VANDESOMPELE et al., 2002; BUSTIN et al., 2005). Um gene 

de referência deve apresentar uma expressão constitutiva e estável em diferentes amostras 

independentemente das condições fisiológicas em que o tratamento está submetido (LING et 

al., 2014; VANDESOMPELE et al., 2002).  

No geral, são utilizados como genes de referência aqueles envolvidos na codificação 

de proteínas essenciais no metabolismo e na estrutura da célula do organismo estudado 

(VANDESOMPELE et al., 2002). Em caso de bactérias, o gene de referência mais utilizado é 

o 16s rRNA, envolvido na estruturação dos ribossomos, estando presente em todos os 

procariontes e integra parte da subunidade 30S do ribossomo, sendo utilizado como 

ferramenta filogenética pelo fato de ser uma região conservada com algumas regiões 

hipervariáveis especificos à espécie (EVGUENIEVA-HACKENBERG, 2005; ROCHA; 

SANTOS; PACHECO, 2015). Entretanto, Rocha et al. (2015) demonstraram em um trabalho 

de validação de genes de referência bacterianos mais comumente testados que de 21 trabalhos 

avaliados, onde foi usado o gene 16s rRNA como referência, apenas quatro estudos validaram 

o referido gene devido sua alta expressão nas amostras (o que diminui a confiabilidade para a 

normalização de níveis de expressão de transcritos muito baixos). Nesse mesmo trabalho, os 

genes de referência indicados foram gyrB, gyrA, era, secA, dnaG, adk e  gmk, todos 

envolvidos na maioria em processos metabólicos de nucleotídeos e com 90% dos estudos em 

que foram utilizados houve a validação. Em trabalhos envolvendo expressão gênica de B. 

thuringiensis, Reiter et al. (2011) confirmaram a estabilidade do genes gatB_Y-qey, rpsU e 

udp ao longo de 24 horas do seu ciclo, sugerindo a utilização dos mesmos a partir dos 

resultados obtidos. 
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RESUMO 

A frequência de infestação de sugadores pragas em culturas tornou-se recorrente devido aos 

inúmeros programas de manejo pragas, levando à redução do uso de pesticidas de amplo 

espectro e à falta de competição intraespecífica. Pulgões-verde-dos-cereais (Schizaphis 

graminum) são insetos que causam danos às culturas devido às respostas fisiológicas da 

planta à sucção do floema pelo afídeo além da potencialidade de serem vetores de vírus em 

plantas. Torna-se importante a busca por métodos de baixo impacto ambiental e eficientes 

para o controle dessa praga. Bacillus thuringiensis torna-se uma opção interessante devido os 

efeitos tóxicos que suas proteínas podem exercer sobre os insetos. O presente trabalho teve 

como objetivo avaliar o perfil genético e molecular de linhagens de Bacillus thuringiensis 

(Bt) e seu potencial entomopatogênico para S. graminum. Bioensaios contra S. graminum 

foram realizados utilizando quatro linhagens elite de alta toxidade para pragas de diferentes 

ordens e pertencentes à coleção de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo. Foram 

também realizadas as analises de expressão dos genes cry e do perfil de proteínas para cada 

cepa. As linhagens 1644 e 1648 apresentaram maior efeito patogênico sobre ninfas de S. 

graminum nos ensaios, com reduções da taxa de sobrevivência para 6% e 0%  após 96 horas 

de exposição, respectivamente. nos insetos analisados. As cepas 1636 e 1641 também 

apresentaram toxidade, com diminuição da taxa de sobrevida mais lentamente. Dentre os 

genes cry analisados, nenhum gene foi expresso nas cepas 1644 e 1648, enquanto que o gene 

cry2Ab apresentou um perfil de expressão característico dos genes cry dependentes de 

esporulação na cepa 1636. A análise de proteína total das linhagens 1636, 1641 e 1644 

mostrou diferentes perfis protéicos com pesos moleculares variando de 20 a 210 kDa.Não foi 

possível associar as proteínas de 1644 e 1648 com proteínas Cry. No entanto, no perfil 

mostrado pela estirpe 1636, duas bandas com 60 e 130 kDa são semelhantes às proteínas 

Cry2A (70 kDa) e Cry1Ac (120 kDa), respectivamente. Os resultados demonstram a 
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potencialidade dessas cepas como fonte de genes contra S. graminum além evidenciar 

necessidade de explorar os mecanismos de regulação para a alta expressão de proteínas Cry 

nesses isolados e otimizar os processos de formulação de produtos à base de B. thuringiensis 

para a agricultura. 

 

Keywords: Bacillus thuringiensis. Controle biológico. Caracterização molecular. Schizaphis 

graminum. Pulgão- verde- dos- cereais. 

1. Introdução  

 

Nos últimos anos, a intensificação de estratégias para o controle de insetos da ordem 

Lepidoptera na cultura do milho de forma eficiente e de baixo impacto para o meio ambiente 

contribuiu para a incidência de elevadas populações de pragas secundárias nas lavouras. A 

adoção de cultivares de milho transgênicas expressando proteínas inseticidas de Bacillus 

thuringiensis (Bt) gerou como principal consequência a redução da aplicação de 

agroquímicos de amplo espectro de ação, o que afeta diretamente as espécies existentes no 

agrossistema (Catarino et al., 2015). Aliado a essa condição, apesar de alguns estudos 

reportarem que a tecnologia Bt não possui nenhum efeito sobre insetos não-alvo (Andow and 

Zwahlen, 2006; Lima et al., 2011; Pellegrino et al., 2018), alguns estudos têm demonstrado 

que as populações de inimigos naturais (predadores, parasitoides e patógenos) em lavouras 

Bts são menores quando comparadas a cultivares convencionais (Marvier et al., 2007; 

Naranjo, 2009).  Portanto, fatores como um ambiente com baixa aplicação de inseticidas 

químicos, com grande número de plantas saudáveis, ausência ou diminuição de inimigos 

naturais e a redução na competição interespecífica com pragas-alvo são elementos chave 

para a proliferação de pragas secundárias que, apesar de não serem frequentes, podem 

desencadear altos prejuízos na rentabilidade da lavoura (Catarino et al., 2015). 

Neste contexto, o ataque de sugadores a diferentes culturas em algumas regiões do 

Brasil tem causado grandes prejuízos aos agricultores (CRUZ, 2012; PIONEER, 2016). 

Dentre eles está o pulgão-verde-dos-cereais (Schizaphis graminum) que alimenta-se do 

floema de gramíneas e cereais, principalmente espécies pertencentes a família Poaceae (mais 

especificamente os gêneros Agropyron, Avena, Bromus, Dactylis, Eleusina, Festuca, 

Hordeum, Lolium, Oryza, Panicum, Poa, Sorgo, Triticum, e Zea) causando muitas vezes 

amarelamento e outros efeitos fitotóxicos, além de ser vetor de vírus importantes como 

Sugar Cane Mosaic Virus (SCMV) e Barley yellow dwarf virus  (BYDV) (Emden and 

Harrington, 2007). 
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Apesar de alguns trabalhos sugerirem a utilização de inimigos naturais e cultivares 

resistentes como estratégias que visam evitar possíveis infestações de pulgões, o manejo de 

S. graminum e outros sugadores é realizado principalmente através da utilização de 

inseticidas químicos, no entanto, ao longo do tempo, a seleção de indivíduos resistentes 

devido a pressão de seleção decorrente do intensivo uso dos inseticidas diminui sua eficácia 

no controle destes insetos pragas (Chougule and Bonning, 2012). Torna-se, portanto, de 

grande importância o desenvolvimento de métodos alternativos para o manejo dessas pragas.  

A bactéria Bacillus thuringiensis é amplamente utilizada como base para a 

formulação de biopesticidas devido a eficiência e especificidade das proteínas inseticidas o 

qual esta bactéria produz, além do custo de produção dos biopesticidas ser relativamente 

baixo (Dunham, 2015).  

Durante a fase de esporulação o B. thuringiensis produz proteínas Cry e/ou Cyt que 

formam um corpo de inclusão na forma de cristal (Schnepf et al., 1998; de Maagd et al., 

2001). Estas proteínas apresentam atividade tóxica para os insetos, geralmente sendo espécie 

específicas. O modo de ação das proteínas Cry é amplamente estudado e compreende uma 

série de eventos sequenciais que culminam na morte do inseto. Em lepidópteras, após a 

ingestão do cristal ocorre sua solubilização no intestino médio do inseto, posteriormente a 

atividade das proteases intestinais promove a clivagem da protoxina tornando-a uma toxina 

ativa. Uma vez ativada, a toxina torna-se apta para ligar-se aos receptores presentes na 

membrana das células epiteliais do intestino levando a formação de poros que causam um 

desequilíbrio osmótico da célula e morte do inseto (Pardo-Lopez et al., 2013; Jurat-Fuentes 

and Crickmore, 2016). Inúmeras proteínas Cry e Cyt têm sido descritas e classificadas em 

diferentes grupos baseado na homologia de suas sequências (Crickmore et al., 2018). O B. 

thuringiensis também produz durante a fase vegetativa de crescimento proteínas na matriz 

extracelular com atividade inseticida, denominadas proteínas Vip (Proteína Inseticida 

Vegetativa). Atualmente quatro grupos de proteínas Vip têm sido descritos e estas proteínas 

também têm sido exploradas no controle de insetos pragas pela eficiência, e por serem 

toxinas produzidas nas primeiras etapas do processo de crescimento das bactérias em cultura, 

permitindo sua obtenção antecipada. Além disso, permita-se não somente aproveitar a 

mistura de esporos e cristais obtidos após o cultivo de Bt, mas também o sobrenadante da 

cultura (de Maagd et al., 2001; Estruch et al., 1996; Jurat-fuentes and Crickmore, 2016; 

Pardo-López et al., 2013; Ruan et al., 2018; Schnepf et al., 1998). 

 A pulverização foliar do produto biológico a base do B. thuringiensis não apresenta 

nenhum efeito sobre pulgões, considerando-se que são organismos com peças bucais 
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perfuradoras e de sucção, que se alimentam do floema (Chougule and Bonning, 2012). 

Entretanto, alguns trabalhos têm demonstrado a mobilidade sistemática do B. thuringiensis 

no interior da planta (Monnerat et al., 2009; García‐Suárez et al., 2017) . Estes estudos 

levantam a possibilidade de utilizar o B. thuringiensis no controle de insetos sugadores, 

portanto esta estratégia poderia potencialmente ser explorada em S. graminum. Além disso, o 

B. thuringiensis constitui uma fonte de genes que podem ser empregados na transformação 

de plantas visando o manejo desta praga, conforme apresentado em estudos em algodão e 

trigo geneticamente modificados onde foi possível obter efeito efeitos deletérios para o 

desenvolvimento e sobrevivência de duas espécies de hemípteras (Baum et. al., 2012; Yu 

and Way, 2008). 

No entanto, percebe-se a necessidade de melhorias nos processos que envolvem a 

utilização de B. thuringiensis no controle de afídeos, visto que os estudos de mecanismo de 

ação das toxinas do B. thuringiensis foram amplamente avaliados em lepidópteros e devem 

ser consideradas as peculiaridades existentes desde a ingestão da toxina até a ativação da 

mesma no intestino das diferentes ordens de insetos (Chougule and Bonning, 2012; 

Cristofoletti et al., 2003; Li et al., 2011).  

Assim sendo, o estabelecimento de ensaios de patogenicidade in vivo de cepas de B. 

thuringiensis sobre ninfas de S. graminum é de suma importância como o primeiro passo em 

estudos visando identificar cepas e genes de B. thuringiensis para a possível utilização desta 

bactéria de forma sistêmica ou o desenvolvimento de plantas transgênicas, constituindo 

estratégias de manejo alternativa contra este inseto.  

Utilizando-se de cepas elites do banco do Laboratório de Controle Biológico da 

Embrapa Milho e Sorgo com o intuito de explorar a aplicação das mesmas para ordens além 

da Lepidoptera e entender de forma mais detalhada seu perfil molecular a nível 

transcricional e traducional, presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil genético e 

molecular de linhagens de B. thuringiensis (Bt) e seu potencial entomopatogênico para S. 

graminum. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Cepas de B. thuringiensis 

 

Para a presente pesquisa foram utilizadas cepas de B. thuringiensis pertencentes a 

coleção do Laboratório de Controle Biológico da Embrapa Milho e Sorgo denominadas 1636, 

1641, 1644, 1648, isoladas de distintas amostras de solo coletadas em várias regiões 



42 
 

brasileiras (Valicente and Barreto, 2003; Valicente et. al., 2010), além da cepa comercial 

HD1, utilizada como cepa controle. A seleção dos isolados foi baseada nos dados de alta 

toxicidade obtidos em pragas da ordem Lepidoptera (Valicente et. al., 2010; Pinheiro, 2017), 

visando ampliar sua utilização para outras ordens de insetos.  

 

2.2 Bioensaios 

 

2.2.1 Criação dos insetos  

 

Pulgões da espécie S. graminum, em vários estágios de desenvolvimento, foram 

coletados em lavouras de milho da Embrapa Milho e Sorgo. Vasos de milho mantidos em 

casa de vegetação (28ºC±2 e fotoperíodo 12:12) foram infestados com os pulgões para 

manutenção da criação mantida no Laboratório de Controle Biológico a 25°C±2 e umidade 

relativa de 47±10%. Foram mantidos 10 recipientes de vidro contendo de cinco a oito folhas 

de milho convencional com 12 cm seccionadas a partir do ápice foliar, com a base imersa em 

água para conservação da turgidez das folhas. A abertura na parte superior do recipiente de 

vidro foi forrada com tecido tipo voil e as folhas trocadas a cada três dias (NAZARET, 2012). 

Para os bioensaios, trinta fêmeas adultas foram isoladas em uma gaiola com a finalidade de 

acompanhar o desenvolvimento das ninfas após sua emergência e utilizá-las no subsequente 

ensaio. Isso se faz necessário porque, como o pulgão tem um ciclo de vida curto, é preciso 

garantir que todos os indivíduos analisados tenham a mesma idade, para que esse fator não 

interfira na taxa de mortalidade. 

 

2.2.2 Suspensões de B. thuringiensis e sistema de alimentação in vitro 

 

Alíquotas de 10 µL de cada cepa selecionada foram cultivadas em placas de Petri 

contendo meio de cultura LB acrescido dos sais MgSO4, FeSO4, ZnSO4 e MnSO4 (Valicente e 

Mourão, 2009), sendo incubadas por 16 horas a 28ºC. Colônias isoladas foram então estriadas 

no mesmo meio e incubadas em estufa por 72 horas a 30ºC. Após este período, foi confirmada 

a ausência de contaminação e a formação do complexo esporo-cristal através da visualização 

em microscópio de contraste de fases (1000x).  As culturas foram coletadas e transferidas para 

tubos de polietileno de 15 mL contendo 10 mL de água deionizada estéril e agitadas em 

vórtex até homogeneização da solução.  

Posteriormente, foi feita a contagem de esporos presentes nas suspensões através de 

Câmara de Neubauer utilizando microscopia de contraste de fases para estimar a concentração 
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de esporos de cada isolado no volume concentrado (Alves and Moraes, 1998). As amostras 

foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo alíquotas de 1 mL cada e 

armazenadas a -20ºC para serem utilizadas nos ensaios de toxidade.  

 

2.2.3 Ensaios de toxidade com S. graminum 

 

Para o teste de toxidade contra S. graminum foram utilizados ninfas de terceiro a 

quarto ínstar, isoladas conforme descrito no item 2.2.1. Foram testadas as cepas 1636, 1641, 

1644, 1648 e HD1 em concentração única de 10
9 
esporos/mL e o tratamento controle consistiu 

em solução de sacarose a 30% estéril contendo 15% de corante alimentício líquido vermelho 

sem a presença de bactéria. 

As suspensões de esporos e cristais foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos e 

o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido  em 1 mL de solução de sacarose a 30% 

estéril contendo 15% de corante alimentício líquido vermelho através de vigorosa agitação em 

vórtex.  Câmaras de alimentação foram construídas em placas de bioensaio (2.9x1.5 cm). Ao 

fundo da placa foi colocado um papel filtro umedecido com gotículas de água a fim de manter 

a umidade na câmara montada. Na abertura da placa foram esticadas (cerca de 8x o seu 

tamanho original) duas membrana de Parafilm® de tamanho 2 x 2 cm, contendo 50 µL do da 

solução de sacarose contendo os esporos e cristais entre as mesmas, compondo uma espécie 

de sachê (WILLE e HARTMAN, 2008; VERDOLIN et al., 2016). 

A porcentagem de sobrevivência foi acompanhada ao longo dos tempos de 48h, 72h e 

96h de alimentação contínua. Foram realizadas cinco repetições biológicas de 10 

pulgões/repetição. A cepa com maior efeito tóxico no ensaio e as porcentagens de 

sobrevivência ao longo do tempo de exposição do inseto às mesmas foram analisadas 

submetendo os dados obtidos à análise de variâncias (ANOVA) e as médias comparadas 

utilizando-se o teste de Scott-Knott (p0,05) (Scott and Knott, 1974), com o software 

SISVAR
®

(Ferreira, 2011). 

 

2.3 Screening de genes por PCR 

 

Para extração do DNA genômico, as cepas foram cultivadas em placas de Petri 

contendo meio de cultura LB por 16 h a 30ºC. Uma colônia isolada foi inoculada em 5 mL do 

mesmo meio e incubadas a 30ºC sob agitação de 200 rpm por 16 horas. O DNA genômico foi 

extraído utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) conforme 
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recomendação do fabricante. As amostras de DNA genômico foram quantificadas por meio de 

espectrofotometria utilizando-se o equipamento Nanodrop (ND-1000 V3.1.2 - 

Spectrophotometer) e a integridade visualizada em gel de agarose 1%. 

O conjunto de cepas utilizado já foi previamente caracterizado em um screening 

baseado em PCR feito por Pinheiro (2017) e a identidade dos fragmentos obtidos fo i 

confirmada por sequenciamento neste trabalho. Além disso, uma caracterização adicional foi 

realizada utilizando-se genes descritos na literatura como eficientes para o controle de 

espécies de outros afídeos (Melatti et al., 2010; Porcar et al., 2009; Walters and English, 

1995), como cry4A, cry11A, cry51 e vip3A. Os primers utilizados estão descritos na tabela 1 e 

as condições de amplificação podem ser consultadas na tabela S1. 

Os amplicons obtidos foram purificados com o kit ExoSap It PCR Product Cleanup 

(Affymetrix) e submetidos à reação de sequenciamento preparadas utilizando-se o BigDye® 

Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) conforme 

as recomendações do fabricante. As amostras foram precipitadas e injetadas em equipamento 

ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). As sequências 

foram editadas com auxílio do programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes,) e a identidade das 

sequências foi confirmada utilizando-se o algoritmo blastn e blastp contra banco de dados 

público GenBank. 

Tabela 1- Primers utilizados para detecção de genes cry em cepas de B. thuringiensis 

 
Sequência (5’-3’) 

Tamanho do 

fragmento 

(pb)  

Referências  

vip3Af 
F-TATGCCATTAGGTGTCATCAGTG 

284 Pinheiro* 
R-TTCCATTCACTCCGCCTGTATG 

cry4Aa 
F-TATCTTCTCCAGATGGATACGCATC 

311 Pinheiro* 
R-ATTCATACCTGGAACATCTGACAAC 

cry11a 
F-TGAGGTTAGTGATGTATTTGATGCG 

471 Pinheiro* 
R-GAGACACCAACATAATCCCATAATG 

cry51 
F-AATAATAATGGCATACAGGGTGGTG  

236 
Pinheiro* 

R-GTAGTTGAAGTTGAAGTTGTTGTCG 

cry51.1 
F-AATAATAATGGCATACAGGGTGGTG 

257 Pinheiro* 
R-CCACCTTCTGTCCAACCATTTGTAG 

cry51.2 
F-ATGATTTTTTTGCAATTTTAGATTTA 

930 Lana* 
R-TTAATTTGTTTTTTTGGACTTGTTGG 

cry1B 
F-CTTCATCACGATGGAGTAA 

367 Ceron et al., 

(1994) 

 

R-CATAATTTGGTCGTTCTGTT 

cry1C 
F-AAAGATCTGGAACACCTTT 

130 
R-CAAACTCTAAATCCTTTCAC 
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cry1D 
F-CTGCAGCAAGCTATCCAA 

290 
R-ATTTGAATTGTCAAGGCCTG 

cry2Ab 
F-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG 

201 Fagundes* 
R-TGGCGTTAACAATGGGGGGAGAAAT 

 

*Dados não publicados. Iniciadores desenhados para uso no Laboratório de Controle Biológico (LCB) 

da Embrapa Milho e Sorgo. 

 

2.4 Análise de expressão de genes cry e de proteínas totais em diferentes fases de 

crescimento do B. thuringiensis 

 

2.4.1 Culturas de B. thuringiensis 

 

Com o objetivo de avaliar a expressão de genes cry em diferentes fases de crescimento 

do B. thuringiensis, foram selecionadas três cepas de acordo com a mortalidade verificada nos 

ensaios com S. graminum. Incluindo duas cepas com efeito de alta atividade tóxica contra S. 

graminum (1644 e 1648) e uma de menor efeito tóxico (1636). 

As bactérias foram esgotadas em meio de cultura LB + Sais (Valicente et al., 2010). 

Uma colônia isolada de cada cepa foi pré-inoculada em 25 mL de LB + Sais e crescidas por 

24 horas a 250 rpm e 30°C. Um segundo pré-inóculo foi realizado a partir de fase logarítmica, 

transferindo-se 25 μL da primeira cultura para erlenmeyers contendo 50 mL de LB + Sais e 

mantendo-o a 120 rpm em uma temperatura de 30ºC até o alcance de uma OD600= 1. 

Foram preparadas triplicatas para cada cepa contendo 625 mL de meio LB + Sais. 

Cada repetição biológica recebeu 625 μL do pré-inóculo (OD600=1). Alíquotas da cultura 

bacteriana foram coletadas ao longo da curva de crescimento (t= 2; 2,5; 3, 3,5; 4; 5; 6; 7; 8; 

24; 48 e 72 horas).  

 

2.4.2 Isolamento do RNA e síntese de cDNA 

 

O isolamento de RNA das células de B. thuringiensis foi realizado imediatamente após 

a coleta das alíquotas, sendo que amostras das repetições biológicas de cada cepa foram 

agrupadas em cada tempo de coleta. A extração do RNA total foi realizada utilizando-se 

TRIzol Reagent (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. As amostras de RNA 

foram submetidas ao tratamento com Ambion® TURBO DNA-free™ conforme orientado pelo 

fabricante visando eliminar possíveis contaminações com DNA genômico. O RNA foi 

quantificado em espectofotômetro (ND-1000 V3.1.2 - Spectrophotometer) e a integridade 

visualizada em gel de agarose 1,5%. 

Para a síntese de cDNA foi utilizado o kit de transcrição reversa High Capacity cDNA 
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reverse transcriptase kit (Applied Biosystems) a partir de 1,5 μg de RNA total conforme as 

instruções do fabricante. 

 

2.4.3 Análise de RT-qPCR 

 

Para a análise de expressão, os primers e sondas específicos para os genes cry1Da, 

cry2Ab e cry9Aforam desenhados a partir das sequências consenso de cada gene obtidas 

através do sequenciamento dos produtos de PCR, utilizando a ferramenta Primer Quest Tool 

(IDT), disponível em  https://www.idtdna.com/PrimerQuest/. A especificidade de cada ensaio 

foi verificada com o Primer Blast (NCBI) e somente ensaios específicos para os genes de 

interesse foram sintetizados (Tabela 2). 

 

Tabela 2- Primers utilizados para análise de expressão de genes cry nas cepas de B. 

thuringiensis 

Nome do 

oligonucleotídeo 
Sequência (5’-3’) 

cry1Da_4F TGCATAACGTGCCAGACTATC 

cry1Da_4R GCAGCAAGCTATCCAACCT 

cry1Da_Probe AGCTGCTGAAAGTGCTATAATTAGAAGTCC 

cry2Ab_5F CAAGGGTTAATTACAGTGGAGGA 

cry2Ab_5R TGTCAAATGGCGTTAACAATGG 

cry2Ab_Probe TCGTCTGGTGATATAGGTGCATCTCCG 

cry9A_1F TATGGAGTGAATAGGGCGGTA 

cry9A_1R GGGTTATCTATCCCAGTTGTTCG 

cry9A_Probe ACGGATCTTTGAGAACCTTCACTCGC 

gatB_Yqey_F AGCTGGTCGTGAAGACCTTG 

gatB_Yqey_R CGGCATAACAGCAGTCATCA 

gatB_Yqey_Probe AAGCGCATATTTGCCGGAGCAATT 

rpsU_F AAGATCGGTTTCTAAAACTGGTACA 

rpsU_R TTTCTTGCCGCTTCAGATTT 

rpsU_Probe AAACTCGCGCTTTCTTGCTTCAGC 

udp_F ACTAGAGAAACTTGGAAATGATCG 

udp_R GACGCTTAATTGCACGGAAC 

udp_Probe ACTTATGACAGCTCACCGTCGTGA 

 

Os ensaios desenhados foram validados, a partir de DNA genômico e cDNA, em uma 

curva padrão de quatro pontos com fator de diluição de 1:10 e três réplicas técnicas. As 

eficiências das reações foram calculadas utilizando-se o valor de slope e R
2
 obtidas da reta 

ajustada a partir da curva padrão para cada gene testado. 

https://www.idtdna.com/PrimerQuest/
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As reações de qPCR, tanto para validação quanto para análise de expressão, foram 

preparadas em um volume final de 10 μL utilizando-se TaqMan
®
 Universal PCR Master Mix 

1X (Applied Biosystems), e ensaio contendo primers (1 nmol cada) e sonda (0,5 nmol) e 

cDNA ou DNA genômico. As reações foram conduzidas no equipamento 7500 Fast Real 

Time PCR System (Applied Biosystems) nas condições standard indicadas pelo fabricante do 

equipamento. Para a validação dos ensaios, as curvas padrão foram feitas a partir de um pool 

de DNA genômico (30 ng)  ou de cDNA (150 ng) das três cepas analisadas. Para as análises 

de expressão, foram utilizados 150 ng de cDNA de cada cepa isoladamente. 

O gene  rpsU foi utilizado como gene de referência (Reiter et al., 2011) e os primers 

descritos foram convertidos em ensaio TaqMan utilizando os mesmos softwares descritos 

anteriormente. A expressão relativa dos genes cry nas amostras biológicas foi estimada 

usando o método ΔΔCt (Schmittgen and Livak, 2001). 

 

2.5 Análise de proteínas totais 

 

Alíquotas de 10 mL das culturas bacterianas foram utilizadas na extração de proteínas 

utilizando o reagente BugBuster
®

 Master Mix  (Novagen), seguindo as recomendações do 

fabricante para extrações em pequenas escalas (utilização de 1,5mL de cultura). As proteínas 

obtidas a partir do sobrenadante e dos corpos de inclusão solubilizados foram quantificadas 

com Protein Assay (Bio Rad) pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A integridade e 

massa molecular das proteínas foi visualizada em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-

PAGE). Alíquotas contendo 20 μg diluídos em um volume final de 20 μL das proteínas foram 

misturadas com tampão Bolt
TM

 LDS Sample Buffer 1X (Invitrogen) e Bolt Samples Reducing 

Agent (Invitrogen), aquecidas a 100°C por 5 minutos e aplicadas em gel Bolt 4-12% 
®
 Bis-

Tris Plus Bolt ™ utilizando tampão de eletroforese MES SDS (Invitrogen), conforme as 

orientações do fabricante. A massa molecular das proteínas foi determinada utilizando-se o 

marcador de massa molecular Pre-Stained SeeBlue
®
 Plus2 Standard (Invitrogen).  

 

4. Resultados  

 

4.1 Ensaios de toxidade com S. graminum  

 

 A toxicidade das diferentes cepas de B. thuringiensis foi avaliada por meio de ensaios 

in vivo contra S. graminum. A sucção da solução de sacarose contendo corante alimentício e 

esporos/cristais das cepas bacterianas foi constatada através da visualização do tubo digestivo 

com a tonalidade avermelhada devido a adição do corante alimentício (Fig. 1).  
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Fig. 1. S. graminum testado em bioensaio para avaliação da toxidade de B. thuringiensis. Pulgão no 

t=0h de exposição à dieta artificial de solução de sacarose a 30% + corante alimentício a 15%. (A) e 

após 48h de exposição à dieta (B). A sucção foi confirmada pela coloração avermelhada do trato 

digestivo devido à adição do corante à solução de sacarose. 

 

Ao final dos ensaios foram calculadas as médias das porcentagens de sobrevivência 

dos pulgões de todos os tratamentos. As cepas 1644 e 1648 apresentaram as maiores 

toxidades contra os pulgões, reduzindo significativamente as porcentagens de sobrevivência 

para valores de 6% e 0%, respectivamente. As cepas 1636 e 1641 também foram efetivas para 

o controle do S. graminum, apresentando uma taxa de sobrevivência maior que as anteriores 

(18% e 28%, respectivamente), mas com diferenças significativas em relação ao controle 

Somente a cepa HD1 apresentou porcentagem de sobrevivência estatisticamente igual ao 

controle (Fig. 2).  

 

Fig. 2. Valores médio da porcentagem de sobrevivência de ninfas de S. graminum após exposição a 

diferentes cepas de B. thuringiensis. Os tratamentos correspondem às concentrações de 10
9 

esporos/mL das cepas 1636, 1641, 1644, 1648 e HD1. Solução de sacarose a 30% + corante 
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alimentício a 15% foi utilizado como controle negativo. Os valores representados se referem à 

porcentagem média dos pulgões vivos em cada tratamento obtidos ao final do bioensaio. Médias 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p<0,05) e as barras sobre as 

colunas representam o erro padrão médio. 

   

A porcentagem de sobrevivência dos pulgões também foi analisada ao longo do 

tempo (48h, 72h e 96h) após a exposição dos mesmos aos tratamentos (Fig. 3). As cepas 

1636 e 1641 apresentaram porcentagem de sobrevivência semelhante ao controle na 

avaliação de 48h com valores entre 68% a 86%. Entretanto, nos demais tempos, as 

porcentagens de sobrevivência foram diferencialmente significativas, aproximando aos 20% 

para a cepa 1636 no tempo de 96h (Fig. 3A e 3B). As cepas 1644 e 1648 mostraram reduções 

na porcentagem de sobrevivência significativas em relação ao controle nos três tempos 

avaliados. A porcentagem de sobrevivência dos pulgões tratados com a cepa 1644 foram 

18%, 6% e 6% nos tempos de 48h, 72h e 96h, respectivamente (Fig. 3C). Enquanto que os 

pulgões tratados com cepa 1648 apresentaram 18,5%, 4% e 0% de sobrevivência nos tempos 

de 48h, 72h e 96 h, respectivamente (Fig. 3D). A cepa HD1 não apresentou diferenças 

significativas em relação ao controle nos três tempos (sobrevivência de 86%, 72% e 58%) 

(Fig. 3E). 
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Fig. 3. Valores do percentual de sobrevivência de S. graminum após quatro dias de exposição às 

diferentes cepas de B. thuringiensis. Os tratamentos correspondem às concentrações de 10
9 

esporos/mL das cepas 1636 (A), 1641 (B), 1644 (C), 1648 (D), HD1 (E). Solução de sacarose a 30% + 

corante alimentício a 15% foram utilizadas como controle negativo. A sobrevivência foi avaliada nos 

tempos de 48h, 72h e 96h após submeter os insetos ao sistema de alimentação in vitro.  Os pontos de 

dados representam a sobrevivência média de todas as réplicas e as barras representam o erro padrão 

médio. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p<0,05).  

 

4.2 Screening de genes cry  e vip por PCR 

 

A presença de genes cry e vip  nas cepas 1636, 1641, 1644, 1648 e HD1 testadas 

contra S. graminum foi avaliada por PCR. Na caracterização molecular utilizando primers 

para os genes cry4A, cry11A, cry51 e vip3A, apenas o gene vip3A foi amplificado em todas as 

cepas (Fig. 4) e confirmado por sequenciamento apresentando 100% de similaridade com 

sequências de genes vip3A depositadas no GenBank (NCBI). Embora tenha sido observado 

amplificação de um fragmento no tamanho esperado nas reações de PCR com os primers para 

o gene cry11A em todas as cepas avaliadas e para o gene cry4Aa nas cepas 1636 e 1641, os 

resultados do sequenciamento demonstraram que os fragmentos amplificados não 

correspondem aos genes  em questão. Não foi observado produto de amplificação nas reações 

realizadas com o primer cry51.2 em nenhuma das cepas avaliadas. Embora tenha sido 

observada amplificação nas reações utilizando o primer cry51, os fragmentos não 

apresentaram o tamanho esperado e os resultados de sequenciamento confirmaram que os 

fragmentos amplificados não correspondem ao gene cry51. 
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Fig. 4. Produtos de PCR obtidos com o DNA extraídos das cepas de B. thuringiensis. As cepas 

denominadas 1636, 1641, 1644, 1648 e HD1 estão enumeradas de 1 a 5, respectivamente. Reação em 

touchdown para os genes cry11A, cry51 e cry51.1 e perfil único de ciclagem para os genes cry4A e 

vip3A (especificações na tabela S1). MM refere-se ao marcador molecular 1Kb Plus Ladder 

(Invitrogen) e B corresponde ao controle negativo da reação. Eletroferese em gel de agarose 1,2%. 

 

Para confirmação por sequenciamento, os DNAs das cepas que apresentaram maior 

toxidade para S. graminum, 1644 e 1648, foram reamplificados com os primers referentes aos 

genes cry1B, cry1C, cry1D e cry2Ab, todos comuns às duas cepas conforme caracterização 

inicial feita por Pinheiro (2011). Foi possível obter os produtos de PCR com os fragmentos de 

tamanhos esperados para os genes cry1C, cry1D e cry2Ab e suas identidades foram 

confirmadas.  Para o gene cry1B, foi obtido um amplicon do tamanho esperado para a cepa 

1648 e um menor (367 pb) para a cepa 1644 (Fig. 5). O sequenciamento da amostra da cepa 

1648 revelou inespecificidade enquanto que o da cepa 1644 apontou 97% de similaridade com 



52 
 

o gene cry9A.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Amplificação com primers cry-específicos. Purificação de gel a partir da PCR com genes 

cry1B, cry1C, cry1D e cry1Ab nas amostras 1644 (1) e 1648 (2). Os produtos de amplificação 

apresentaram fragmentos de tamanhos esperados em quase todas as reações, com exceção para os 

primers-específicos do gene cry1B que apresentou produto menor que 367pb para a cepa 1644. MM= 

Marcador 1Kb Plus (Invitrogen). Eletroforese em gel de agarose 1,5% a 100V. 

 

 

4.3 Análise de expressão de genes cry e de proteínas totais em diferentes fases de 

crescimento do B. thuringiensis 
 

As cepas 1636, 1644 e 1648 foram cultivadas em meio de cultura e o crescimento 

bacteriano foi monitorado através da medição da densidade óptica a 600nm. As transições 

entre as fases foram muito semelhantes entre as três cepas, com a fase logarítma iniciada entre 

3,5h e 4h após a inoculação e o alcance da OD600 máxima em 8h. Os tempos de cultivo das 

amostras para a análise de expressão foram selecionados de acordo com a OD600 

correspondente às fases inicial, logarítma e estacionária do crescimento de cada cepa. Para a 

cepa 1636 foram utilizados os tempos 3,5h (OD600=0,08), 5h (OD600=0,5), 6h (OD600=0,9), 7h 

(OD600= 1,25), 8h (OD600=1,43), 48h (OD600=1,36); para a cepa 1644 foram analisados os 

transcritos referentes aos pontos 3,5h (OD600=0,09), 6h (OD600=0,87), 8h (OD600=1,47) e 48h 

(OD600=1,32) e a na cepa 1648 selecionou-se os tempos 2,5h (OD600=0,041), 5h (OD600=0,9), 

8h (OD600=1,4), 48h (OD600=1,32) (Fig. 6).  
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Fig. 6. Densidade optica das cepas 1636, 1644 e 1648 de B. thuringiensis em diferentes fases de 

crescimento. Barras de erro representam o desvio padrão das médias entre as repetições biológicas.  

 

Para avaliar a dinâmica de expressão de genes cry ao longo do crescimento da cultura, 

foram selecionados o gene cry2Ab, comum às três cepas; cry1Da prensentes nas cepas 1644 e 

1648; e cry9A específico da cepa 1644. Com base na curva de crescimento determinada 

através da medição da densidade óptica, foram selecionados diferentes tempos de coleta da 

cultura bacteriana para análises da expressão gênica que correspondem`a fase inicial, 

exponencial e estacionária de crescimento das cepas de B. thuringiensis.  

Inicialmente, os ensaios realizados foram validados utilizando-se DNA genômico em 

uma curva padrão e as eficiências obtidas para cada ensaio foram 86% (R
2
 = 0,990) para 

rpsU, 91% (R
2
 = 0,994) para udp,  91% (R

2
 0,996) para cry2Ab e 87%  (R

2
 = 0,997) para 

cry1Da. O ensaio desenhado para o gene cry9A, apesar de amplificar no DNA genômico da 

cepa 1644, apresentou baixa eficiência de reação e não foi utilizado para as análises de 

expressão gênica. 

O RNA total das três cepas foi submetido a análises de RT-qPCR para a quantificação 

de mRNAs correspondentes aos genes cry2Ab e cry1Da nos tempos descritos anteriormente 

para cada cepa. Não foi possível detectar expressão de nenhum dos genes avaliados nas cepas 

1644 e 1648. No entanto, foi possível observar a expressão do gene cry2Ab na cepa 1636 em 

todos tempos avaliados (3,5h, 5h, 6h, 7h, 8h e 48h), sendo que a expressão apresentou um 

aumento gradativo ao longo do tempo, com uma expressão bem discreta nas fases iniciais e 

alcançando níveis substancialmente maiores em 48h (Figura 7). Como já previsto, a expressão 

do gene cry1Da não foi detectada na cepa 1636 já que esse gene não está presente no DNA 

genômico dessa cepa. 
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Fig. 7. Análise de expressão do gene cry2Ab ao longo do crescimento da cepa 1636. A cepa apresenta 

um baixo número de cópias para o gene cry2Ab no inicio do seu ciclo celular, alcançando uma 

expressão substancialmente maiores na fase estacionária (48h). Barras de erro representam o desvio 

padrão das médias da quantificação relativa entre as repetições técnicas.  

 

A análise de proteínas totais evidenciou que as cepas 1636, 1641 e 1644 apresentaram 

perfis proteicos diferentes, com massas moleculares variando de 20 a 210 kDa 

aproximadamente (dados não mostrados). O perfil apresentado pelas cepas 1644 e 1648 não 

mostrou variação ao longo do tempo nem um padrão que pudesse ser associado a proteínas 

Cry. No entanto, no perfil apresentado pela cepa 1636, duas bandas de aproximadamente, 60 e 

130 kDa apresentaram intensidade aumentada no final da fase estacionária e, embora uma 

confirmação seja necessária, têm pesos moleculares compatíveis com proteínas Cry (Fig. 8).  
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Fig. 8: Perfil proteico da ceps 1636 de B. thuringiensis. SDS-PAGE das proteínas totais insolúveis  

obtidas após 8h, 24h, 48h e 72h de cultivo.  Marcador: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard 

(Invitrogen). 

 

5 Discussão 

 S. graminum é considerado um importante inseto praga de várias culturas incluindo 

milho, sorgo e trigo causando importantes perdas econômicas. O controle desse inseto tem 

sido realizado principalmente através da aplicação de inseticidas sintéticos, contudo, a seleção 

de indivíduos resistentes decorrentes do uso dos inseticidas e seus efeitos nocivos aos 

organismos não alvos e ao ambiente impulsionam o desenvolvimento de estratégias 

alternativas para o controle desta praga.  

Neste estudo, nós avaliamos a toxicidade de cepas de B. thuringiensis capazes de 

controlar S. graminum e analisamos a expressão de genes cry presentes nessas cepas. Nossos 

dados demostram que as cepas avaliadas - 1636, 1641, 1644 e 1648 causaram, embora em 

diferentes níveis, significativas reduções na sobrevivência das ninfas de S. graminum, 

evidenciando seu alto potencial para o sua utilização no manejo dos pulgões. Como era 

esperado, a cepa comercial HD1, utilizada como controle negativo, não apresentou toxicidade 

para S. graminum visto que esta cepa possui genes que expressam proteínas conhecidas por 

serem efetivas contra lepidópteras. Como as proteínas do B. thuringiensis normalmente 

apresentam especificidade à nível de ordem e até mesmo de espécie seria pouco provável que 

a cepa HD1 fosse eficiente contra este pulgão (Dulmage, 1970; Palma, 2014).  
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Embora tenha sido observado 32% de mortalidade dos pulgões do tratamento controle 

(dieta sem adição de Bt), este valor foi baixo quando comparado a outros trabalhos 

envolvendo sugadores (Li et al., 2011; Pietri and Liang, 2017; Walters and English, 1995; 

Zhao et al., 2016). De maneira geral, essa taxa de mortalidade pode ser explicada pela 

sensibilidade das ninfas à manipulação e exposição à dieta artificial durante os ensaios.  Ainda 

assim, os dados obtidos após 72 h apontam que as cepas 1636, 1641, 1644 e 1648 

apresentaram um efeito negativo sobre a sobrevivência das ninfas, já que as porcentagens de 

sobrevivência dos pulgões tratados com estas cepas foram significantemente inferiores àquela  

observada no controle. Além disso, o comportamento e fenótipo dos insetos após os ensaios 

foram semelhantes aos observados em outra espécie de afídeo, Myzus persicae, após serem 

alimentados com B. thuringiensis (Torres-Quintero et al., 2015). E, finalmente, insetos dos 

tratamentos contendo suspensões de cristais e esporos, em geral, apresentaram sinais típicos 

da intoxicação proveniente da ingestão de toxinas Bt como menor locomoção e a alteração da 

cor verde para marrom enquanto que ninfas do tratamento controle, com a alimentação 

confirmada pela presença do corante, permaneceram em constante movimento e não 

apresentaram qualquer mudança de sua coloração natural durante as primeiras 48 h.  

Balbione (2011) testando a patogenicidade de cepas de B. thuringiesis para espécie 

Diaphorina citri Kuwayama em sistema de alimentação in vitro, obteve 82% de mortalidade 

após 96h de avaliação. Em um estudo com M. persicae, a toxicidade do complexo de esporos 

e cristais provenientes de 40 cepas de B. thuringiensis foi testada e 15 cepas foram 

patogênicas nas concentrações testadas de 10 ng/µl e 100 ng/µl, com porcentagem de 

mortalidade ≥60% (Torres-quintero et al., 2016). As CL50 das cinco cepas mais tóxicas foram 

avaliadas e mostraram valores entre 10.63 a 6.88 ng/µl. A determinação da CL50 a partir do 

complexo esporos-cristais, como foi realizado por Torres-quintero et al. (2016) permite 

indicar com mais confiabilidade a eficiência de uma cepa em relação à outra. Assim, a 

determinação da CL50 das cepas 1636, 1641, 1644 e 1648 para S. graminum se faz necessária. 

Vários estudos visando avaliar a toxicidade de diferentes concentrações de proteínas 

Cry e Vip recombinantes têm sido realizados em pulgões. Baixa a moderada toxidade foram 

identificadas oferecendo-se proteínas Cry3A, Cry4Aa e Cry11Aa para o pulgão 

Acyrthosiphon pisum (Porcar et al., 2009) e alta toxidade para Cry41Aa1, Cry41Ab1 

(parasporinas), Vip1A e Vip2A (proteínas binárias) contra e Aphis gossypii (Sattar and Maiti, 

2011). Ainda assim, a caracterização de novas cepas e genes representa uma ferramenta 

importante no desenvolvimento de estratégias de manejo desses insetos. Para isso, a 

determinação de quais genes cry e/ou vip a cepa de B. thuringiensis apresenta, além da 
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caracterização da expressão gênica e proteica é essencial para compreender a toxidade do 

isolado contra o inseto alvo. A presença dos genes cry4A, cry11A, cry51 e vip3A, que têm 

demonstrado ser efetivos contra algumas espécies de hemípteras ou que sua aplicação ainda 

necessita ser explorada, foram avaliados neste estudo. Contudo, obteve-se amplificação 

apenas do gene vip3A em todas as cepas testadas, inclusive nas de menor patogenicidade. Para 

confirmação por sequenciamento, os DNAs das cepas 1644 e 1648 foram reavaliados com 

relação aos genes cry1B, cry1C, cry1D e cry2Ab, todos comuns às duas cepas conforme 

caracterização inicial feita por Pinheiro (2011). A presenças dos genes cry1C, cry1D e cry2Ab 

foram confirmadas, mas os primers para o gene cry1B se revelaram inespecíficos para a 

ambas as cepas, embora o fragmento amplificado a partir da cepa 1644 apontou 97% de 

similaridade com o gene cry9A. Essa inespecificidade demonstra a imprecisão de 

caracterizações moleculares baseadas apenas em PCR. Como o advento das ferramentas de 

sequenciamento de segunda geração, o sequenciamento de todo o genoma bacteriano tem-se 

mostrado uma ferramenta poderosa para uma caracterização molecular mais robusta e precisa 

de cepas de B. thuringiensis. 

A análise de expressão foi realizada para os genes cry1Da e cry2Ab ao longo do 

crescimento das três cepas. Nenhuma expressão foi detectada nas cepas 1644 e 1648, 

enquanto o gene cry2Ab foi induzido no final da fase exponencial (7 h) na cepa 1636, 

alcançando os níveis substancialmente maiores no final da fase estacionária e durante o 

período de esporulação. O perfil de proteínas totais foi correlacionado com o de expressão 

gênica, sendo que somente a cepa 1636 apresentou bandas que podem ser correlacionadas 

com proteínas Cry. A banda de 60 kDa tem peso semelhante a da proteína Cry2A (70 kDa) 

enquanto que a proteína de pouco mais de 100 kDa é compatível com a proteína codificada 

pelo gene cry1Ac. Embora a expressão desse último gene não tenha sido avaliada nesse 

trabalho, ele foi detectado nessa cepa de acordo com a caracterização realizada por Pinheiro 

(2011). No entanto, essa associação precisa ser confirmada por meio de técnicas de 

hibridização, como Western Blotting.  

Analisados em conjunto esses resultados sugerem que a transcrição desses genes se 

inicia algumas horas antes da produção dos cristais proteicos e estão de acordo com o 

encontrado por Porcar et al. (2014) em um trabalho que analisou a expressão de genes cry1 e 

cry2 em diferentes cepas de B. thuringiensis. Esse perfil de expressão é característico de 

várias toxinas inseticidas que são sintetizadas durante a fase estacionária e se acumulam na 

célula mãe como um cristal que pode representar até 25% do peso seco das células 

esporuladas (Agaisse e Lereclus, 1995). Em B. thruringiensis, dois diferentes mecanismos 
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regulam a expressão dos genes cry. O primeiro envolve a transcrição dependente de fatores  

esporulação-específicos enquanto o segundo mecanismo é independente de esporulação e os 

genes são expressos durante a fase estacionária, mas em menor extensão durante o 

crescimento vegetativo (Agaisse e Lereclus, 1995; Porcar et al., 2014).  Os genes cry2A 

(Agaisse e Lereclus, 1995) e cry1Ac (Bravo et al., 1996) são classificados como dependentes 

de esporulação, no entanto uma menor expressão do gene cry2Ab pode ser detectada no final 

da fase exponencial (7H) (Poncet et al., 1997; Yang et al., 2012; Porcar et al., 2014). Estudos 

prévios encontraram resultados semelhantes e isso sugere que o início da transcrição no fim 

da fase exponencial dos chamados genes cry dependentes de esporulação é um evento comum 

entre cepas de B. thuringiensis (Porcar et al., 2014). Ainda assim, os picos máximos de 

expressão ocorrem nos tempos de 48 e 72h quando se dá início ao processo de esporulação. 

Além disso, essa produção massiva de proteínas ocupa, presumivelmente, uma grande parte 

da maquinaria celular (Agaisse e Lereclus, 1995) o que faz com que poucos genes cry possam 

ser transcritos simultaneamente.  

 Embora as cepas 1636, 1641, 1644 e 1648 tenham se mostrado efetivas para controlar 

S. graminum, uma abordagem interessante que poderá futuramente ser avaliada é a 

capacidade de translocação destas bactérias no interior das principais espécies de plantas 

atacadas por este pulgão e sua capacidade de controlá-lo usando este sistema. Outro ponto 

importante é que estudos mais aprofundados serão necessários para investigar quais proteínas 

especificamente são responsáveis por causar a mortalidade dos insetos. O fato de não ter sido 

possível detectar expressão dos genes cry avaliados nas cepas de maior toxicidade destaca a 

importância da análise de expressão como ferramenta para caracterização molecular e levanta 

a possibilidade de que outras proteínas, e não apenas Cry, possam estar envolvidas em 

processos capazes de controlar insetos. Analisados juntos, esses resultados são importantes 

para a avaliação da efetividade e aplicabilidade Bacillus thuringiensis no desenvolvimento de 

uma estratégia de manejo sustentável de S. graminum no campo.  
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Primers COMPOSIÇÃO DA REAÇÃO (1X) PERFIL DE CICLAGEM 

vip3Af 

10ng de DNA genômico                                       

0,5 μl de cada primer (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

2,0 10X Buffer A 

1,0 µL de dNTPs (2,5 mM) 

1 U de enzima Taq polimerse  

(KAPA Biosystems) 

. 

94°C – 5’(1x);                                        

94°C-1’, 58ºC-1’, 72ºC-1’ (35x);                            

72ºC-10’ (1x)                                                                                                                                                            

10ºC- ∞ 

Cry4Aa 

 

 

 

 

 

 

10 ng de DNA genômico                                       

0,5 μl de cada primer (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

2,0 10X Buffer A 

1,0 µL de dNTPs 2,5 mM, 

1 U de enzima Taq polimerse 

(KAPA Biosystems) 

 

94°C – 5’(1x);                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

94°C-1’, 58ºC-1’, 72ºC-1’ (30x);                                                                                                                                                                                                                                                                                

72ºC-10’ (1x)                                                                                                                                         

10ºC- ∞ 

cry11a 

10ng de DNA genômico                                      

Mix 1: 0,5 μl primer(10mM) F  

 0,2 μl primer R (10mM)            

 Mix 2: 0,2 μl primer F (10mM) 

0,5 μl primer R (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

1,0 µL de dNTPs (2,5 mM) 

1 U de enzima Taq polimerse  

(KAPA Biosystems) 

 

94°C – 2’(1x);                                          

94°C –15”, 65 a 58°C–20”, 72°C–20’’ 

(8x); 

94°C –15”, 58°C–30”, 72°C–30’’ (32x); 

72°C-3’(1x)                                                    

10ºC- ∞ 

cry51 

10 ng de DNA genômico                                       

0,5 μl de cada primer (10mM) 

5 μl de cada primer (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

1,0 µL de dNTPs (2,5 mM) 

1 U de enzima Taq polimerse  

(KAPA Biosystems) 

  

94°C – 2’(1x);                                          

94°C –15”, 65 a 58°C–20”, 72°C–20’’ 

(8x); 

94°C –15”, 58°C–30”, 72°C–30’’ (32x); 

72°C-3’(1x)                                                    

10ºC- ∞ 

cry51.1 

 

 

10 ng de DNA genômico                                       

0,3 μl de cada primer (10mM)  

5 μl de cada primer (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

1,0 µL de dNTPs (2,5 mM) 

1 U de enzima Taq polimerse  

(KAPA Biosystems) 

 

94°C – 2’(1x);                                          

94°C –20”, 60 a 53°C–20”, 72°C–20’’ 

(8x); 

94°C –20”, 53°C–20”, 72°C–20’’ (32x); 

72°C-3’(1x)                                                    

10ºC- ∞ 

 

 

cry51.2 

10 ng DNA genômico                                       

0,5 μl de cada primer (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

1,0 µL de dNTPs (2,5 mM) 

1 U de enzima Taq polimerase  

(KAPA Biosystems) 

Continua 

94°C – 5’(1x);                                        

94°C-1’, 50ºC-1’, 72ºC-1’ (35x);                            

72ºC-10’ (1x)                                                                                                                                                            

10ºC- ∞ 
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Conclusão  

 

cry1B 
30 ng de DNA genômico  

1,0 μl de cada primer (10mM) 

5 μl de cada primer (10mM) 

2,0 μl Buffer A (10x) 

1,0 µL de dNTPs (2,5 mM) 

1 U de enzima Taq polimerse 

(KAPA Biosystems) 

 

94°C – 5’(1x);                                        

94°C-1’, 50ºC-1’, 72ºC-1’ (35x);                            

72ºC-10’ (1x)                                                                                                                                                            

10ºC- ∞ 

cry1C 

cry1D 

cry2Ab 


