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Resumo

A cultura do algodao vem crescendo e ocupando grandes areas de cultivo. Este
crescimento expde esta cultura ao ataque severo de diversas pragas, entre elas o pulgao
do algodoeiro (Aphis gossypii). Este inseto tem causado até 44% de perdas a cultura do
algodao, atacando principalmente os estagios iniciais da cultura, devido a succao continua
da seiva ou a transmissao de doencas viréticas. A utilizagcao de Bacillus thuringiensis surge
como uma alternativa viavel para o controle biolégico do pulgado do algodoeiro, pois
recentemente foi constatado que esta bactéria pode circular de forma sistémica na planta.
Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia de bioensaio seletivo e de
dose de B. thuringiensis contra A. gossypii. O bioensaio seletivo consiste na utilizacao de
bactéria crescida e o de dose na utilizacao de proteina purificada em diferentes diluicdes.
Um bioensaio seletivo foi realizado com uma estirpe de B. thuringiensis marcada com gfp
(“green fluorescence protein”), que permitiu a visualizacao da bactéria em um macerado do
inseto alimentado da planta tratada com essa bactéria, através de microscopia 6tica de
fluorescéncia, confirmando exposicdo do A. gossypii a bactéria. Este resultado confirmou a
eficiéncia das metodologias propostas, podendo estas serem utilizadas em laboratério para

selecionar estirpes com potencial toxico contra o pulgao do algodoeiro.
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Introducao

Hoje a regido centro-oeste é responsavel por 84% da producao brasileira de
algodao. Porém, um fator limitante para produtividade desta cultura sdo os danos
causados por pragas, onde pelo menos 30 espécies de insetos-pragas ja foram
identificados (FONTES et al., 2006).
Aphis gossypii, conhecido como pulgao do algodoeiro, € um inseto cosmopolita
(KESSING e MAU, 1991) e polifago, que ataca diversas culturas como
cucurbitaceas, citrus, algumas plantas ornamentais (Hibiscus ssp.) e,
principalmente, o algodao e o meldao (MESSIAS e PASSOS, 1977). O pulgdo é uma
das primeiras pragas que ocorre no algodoeiro, podendo ser encontrado com maior
freqiiéncia no algodao novo e em desenvolvimento (GALLO et al., 2002).
Os pulgdes ao sugarem o floema da planta (seiva), causam o encarquilhamento
das folhas e a deformacéao dos brotos, prejudicando assim, o desenvolvimento da
planta de algodao. Esta praga apresenta simbiose com formigas, que sdo atraidas
pela sua excrecdo acucarada, “honeydew” ou mela. Em troca, as formigas
protegem os pulgdes de seus inimigos naturais (GALLO et al., 2002; MIRANDA,
2006). A excrecao do “honeydew” sobre os capulhos abertos causa o “algodao
doce” ou “algodao caramelizado”, a substancia impregna e mancha a fibra,
fazendo-a perder a qualidade como produto comercial para a usina de
processamento e a induUstria de fiacdo (MEDEIROS et al., 2005; MIRANDA, 2006).
Esta praga favorece, ainda, o desenvolvimento da fumagina que dificulta a
respiracao e a fotossintese da planta, por recobrir toda a superficie da folha
(MIRANDA, 2006). Como danos indiretos, pode-se citar a transmissao de viroses
no algodao, conhecidas como o “azulao” e o “vermelhao”.
Para o controle desta praga, geralmente utiliza-se o controle quimico. Porém, casos
de resisténcia de A. gossypii a inseticidas quimicos tém sido relatados em
produtos dos grupos carbamatos, organosfosforados e piretéides em alguns paises
como na Africa, Estados Unidos, Austrélia, China e Japdo (GODFREY et al.,
2000). Sendo necessario a busca de novas alternativas de controle, como o uso
do controle bioldgico.
Dentro deste tipo de controle podemos citar o uso de bactérias
entomopatogénicas. Estas bactérias necessitam ser ingeridas para ter acao sobre

as pragas, logo poucas sao capazes de servir como controle biolégico do pulgao.



Porém, Monnerat et al. (2003) demonstrou que a bactéria Bacillus thuringiensis é
capaz de circular endofiticamente dentro da planta. Por tanto, esta bactéria pode
ser tornar um agente de controle biolégico potencial para insetos sugadores de
seiva.

Esta bactéria sintetiza inclusoes protéicas cristalinas quando em esporulacao, que
confere a sua caracteristica entomopatogénica. Estas inclusdes sao formadas por
d-endotoxinas, também denominadas proteinas Cry, que apresentam acao
extremamente téxica a diversas ordens de insetos (VALADARES INGLIS et al.,
1998; MONNERAT e BRAVO, 2000).

Milhares de estirpes B. thuringiensis estdao armazenadas em colecdes por todo o
mundo. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, desde 1988, vém
armazenando estas estirpes para testes de caracterizacdo e de determinacao da
atividade contra diferentes insetos-pragas. A selecao de estirpes de B.
thuringiensis que sejam ativas a pragas de ordens que ainda nao sao controlados
por esta bactéria como, por exemplo, o pulgao do algodoeiro (Hemiptera:
Aphididae), é importante para expandir a utilizacdo desta bactéria na agricultura
brasileira.

Para isso, se faz necessario o desenvolvimento de uma metodologia de bioensaio
para a selecdo destas estirpes em laboratério. Segundo Benintende et al. (2001) a
técnica de bioensaios é a Unica que prova o nivel de toxicidade das estirpes
testadas. Este trabalho tem como objetivo desenvolver um protocolo de bioensaio
seletivo e de dose para a selecao de estirpes de B. thuringiensis que tenham

potencial para o controle do pulgdo do algodoeiro.

Metodologias elaboradas

2.1. Metodologia de bioensaio seletivo

O bioensaio seletivo consiste triagem inicial de estirpes de Bacillus thuringiensis, na busca
de selecionar estirpes que tenham potencial para o controle do pulgao do algodoeiro.

As estirpes foram cultivadas em meio NYSM (YOUSTEN, 1984), em incubador rotativo a

200 rpm, 28°C, durante 48 a 72h, até sua completa esporulacéo.

Coletou-se o nimero necessaério de folhas novas de algodao. Estas folhas foram deixadas
de molho em solucédo de hipoclorito 2% por 10 minutos e enxaguadas em &agua corrente,

até a retirada total da solucao. Apds a lavagem, as folhas foram distribuidas em um papel

toalha para a secagem das folhas, se necessério as folhas eram totalmente enxugadas.



Enquanto isso, o fluxo laminar foi organizado. Neste colocou-se os potes plasticos e suas
tampas, os tubos de vidro de 5 mL autoclavados, algodao autoclavado, as pipetas
automaticas (p1000 e p5000), as ponteiras brancas e amarelas, e uma placa de Petri de
vidro pequena.

O bioensaio consistiu em colocar 4 mL de 4gua em cada pote de vidro de 5 mL e adicionar
1 mL da bactéria desejada crescida. Para cada estirpe testada foram feitas trés repeticoes.
Em seguida, colocou-se uma folha de algodao lavada em cada pote de vidro, vedado com o
auxilio de um algodao. O pedulnculo das folhas foi cortado novamente com um bisturi,
dentro da placa de Petri contendo agua. Isto auxilia na retirada do ar que a planta absorveu
durante este periodo de espera, a fim de evitar que o ar penetre nos elementos condutores
do xilema, bloqueando a entrada de dgua (RAVEN et al., 1978). Com isso, mantém-se a
circulacado de agua dentro do xilema e floema da folha.

Cada pote de vidro pronto foi acomodado dentro de potes plasticos, onde foram colocadas
10 ninfas de 2° instar de A. gossypii retiradas da col6nia, na parte abaxial das folhas.
Estes foram fechados com suas tampas que eram furadas e vedadas com voal ou um
pedaco de algodao, para permitir a circulacdao de ar dentro do ensaio. As tampas de
plastico foram identificadas com o nimero da estirpe utilizada e a data do inicio do
bioensaio (Figura 1). O bioensaio foi acomodado na sala de bioensaio climatizada, com a
temperatura regulada em 26°C +2, umidade relativa de 78% %2 e fotofase de 12 horas

(dia/ noite).

Figura 1. Esquema ilustrativo das etapas da realizacdo do bioensaio seletivo e de dose de B. thuringiensis contra o
pulgdo do algodoeiro. A. Vedacdo do pote de vidro, com a solugdao pronta, com algoddao. B.
Acomodacao do bioensaio para a colocacao dos insetos. C. Término do bioensaio vedado com tampa de
plastico.



A avaliacdo e o descarte do bioensaio seletivo foi realizado cinco dias apds o inicio do
ensaio. Os pulgdes foram contados e o ndimero de insetos vivos e mortos nas trés
repeticoes foi avaliado. Assim, o percentual de mortalidade foi calculado, considerando 30
insetos mortos como 100% de mortalidade.

Junto com os bioensaios foi preparado um controle negativo, com trés repeticoes. Este foi
realizado da mesma maneira, porém nao se utilizada bactéria crescida, apenas agua. O
percentual maximo de mortalidade permitido no controle negativo é de 15%, caso

ultrapasse este valor, o bioensaio devera ser descartado e repetido.

2.1.1. Validacdo da metodologia proposta

Para confirmar a exposicdao do pulgdo do algodoeiro a bactéria ativa através da
alimentacao, realizou-se um bioensaio experimental com a bactéria B. thuringiensis
subespécie kurstaki transformada, que expressa o gene da green fluorescent protein (gfp).
Esta proteina, quando exposta a luz ultravioleta, emite fluorescéncia verde, permitindo a
deteccao da bactéria no material observado (AZEVEDO et al., 2002).

O bioensaio foi realizado igual ao descrito no item anterior, também com trés repeticoes.
Apés os cinco dias de ensaio, os insetos vivos e mortos foram colocados em um eppendorf
de 1,5 mL, adicionado a 200 pL de dgua destilada estéril. Os insetos foram macerados
com o auxilio de um bastado de vidro. A amostra passou por choque térmico, 80°C por 12
minutos, seguido de gelo por 5 minutos. Apds o choque térmico foi realizado o
plagueamento da amostra com auxilio de uma alca de platina em uma placa com meio
seletivo com eritromicina, pois a bactéria transformada é naturalmente resistente a este
antibidtico. As placas foram incubadas na estufa a 30°C por 24 horas para a avaliacdo do
crescimento de coldnias. As colénias que cresceram foram observadas em microscépio de
fluorescéncia (Axyophoth Zeiss), para a analise das células vegetativas, pois a
fluorescéncia é observada apenas em células vegetativas.

Para cada repeticao realizou-se 0 mesmo processo.

2.2. Metodologia de Bioensaio de Dose

Para a realizacdao do bioensaio de dose as estirpes de B. thuringiensis utilizadas foram
purificadas, utilizando-se apenas a proteina pura. A purificacao de cristais foi realizada por
meio de gradiente de sacarose, de acordo com o protocolo descrito por Bravo e Silva Filha
(2001), em seu manual de metodologias.

Ap06s a purificacdo foram escolhidas as bandas de cada amostra que continha a maior

concentracdo de cristais puros determinados através da quantificadas pelo método de



Bradford (1976), com o corante azul de brilhante Coomarssie em espectrofotémetro
(Hitachi U-2000), com leitura de 595 nm.

As etapas desta metodologia sdo semelhantes ao do bioensaio seletivo. Foi realizado o
bioensaio como descrito anteriormente, diferindo apenas na etapa da aplicacdao da bactéria.
Este bioensaio foi composto de cinco diluicdes para cada estirpe. As diluicdes estao

descritas na tabela 1.

Tabela 1. Diluicoes e concentracdes utilizadas nos bioensaios de dose, separadas por dia de
aplicacao no bioensaio.

Diluicdo Concentracéo (ug/ Concentracéao Concentracgao final

5mL) (ug / 5mlL) (g /mL)
1° dia 2°, 3° e 4° dia

1 100 66 300

2 50 33 150

3 25 16 75

4 10 7 30

5 5 3 15

No primeiro dia de bioensaio, as diluicdes foram preparadas em eppendorf de 1,5 mL e
diluidas em agua, com o volume final de 1 mL. Isto é, de acordo com o resultado a
quantificacao de proteinas, de cada estirpe foi retirada uma quantidade diferente de
microlitros para atingir a concentracao estipulada na tabela 3.

O bioensaio de dose foi realizado com aplicactes diarias. Logo, uma segunda diluicao foi
preparada para ser aplicada durante os trés dias seguintes. A dose entao foi duplicada e as
diluicoes foram preparadas em eppendorf de 2 mL da mesma maneira da diluicao anterior,
totalizando um volume final de 2 mL.

No segundo, terceiro e quarto dia de ensaio, aplicou-se 666,6 pL das diluicGes preparadas
nos tubos de vidro respectivo a sua dose, com cuidado para nao retirar o pedinculo da
planta da 4gua. Em seguida, os tubos foram novamente vedados com algodao e
armazenados nos seus respectivos potes plasticos. O bioensaio foi outra vez acomodado
na sala de bioensaio com condicdes semelhantes as da colénia de pulgao.

No quinto dia de ensaio, o mesmo foi avaliado e descartado, determinando-se o nimero
total de insetos mortos, adultos e ninfas. As ninfas foram desconsideradas do bioensaio,
pois estas nasceram durante o desenvolvimento do ensaio. Foram analisados apenas os
insetos mortos e os adultos. Os dados de mortalidade foram analisados através do
programa estatistico Probit (FINNEY, 1971), onde a concentracao letal (CLso) foi
determinada.

O bioensaio de dose foi realizado em duplicata.
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Junto com os bioensaios foi preparado um controle negativo. Este foi realizado com as
mesmas etapas, porém nao se utilizou proteina purificada, apenas agua. O percentual
maximo de mortalidade permitido no controle negativo é de 15%, caso ultrapasse este

valor, o bioensaio devera ser descartado e repetido.

Resultados Discussao

3.1. Validacao da metodologia proposta

A metodologia descrita foi primeiramente testada através do uso da bactéria B.
thuringiensis subespécie kurstaki transformada com o gene de fluorescéncia (gfp) e em
seguida, com as outras estirpes a serem estudadas. A confirmacdo da metodologia foi
satisfatéria.

Apés a realizacdo do bioensaio com a bactéria transformada, preparou-se um macerado de
insetos, para o plagueamento das amostras. O plagueamento foi realizado para a
verificacdo do crescimento de coldnias naturalmente resistentes ao antibiético eritromicina,
presentes na bactéria com o gene gfp. O macerado de A. gossypii foi realizado com todos
os insetos encontrados, separando-os por repeticao. Coletaram-se tanto insetos adultos
como ninfas, utilizando 15 a 19 insetos em cada uma das trés repeticoes.

Em todos os plagueamentos, realizados com as amostras (macerado) submetidas a choque
térmico, foram obtidas coldnias de B. thuringiensis. As coldnias encontradas apresentaram
tamanho médio, coloracao esbranquicada e opaca, com bordas irregulares, sendo estes
aspectos caracteristicos B. thuringiensis, de acordo com Benintende et al. (2001).

As laminas foram preparadas a fresco com as col6nias crescidas no plagueamento, para a
observacao no microscépio de fluorescéncia (Axyophoth Zeiss). Em todas as repeticdes
observou-se um grande numero de células vegetativas com fluorescéncia verde (AZEVEDO
et al., 2002), como demonstrado na figura 2. Esta fluorescéncia permitiu a deteccado do
Btk-gfp no material analisado, confirmando que a bactéria observada era a mesma que foi

inoculada na agua da planta.

Figura 2. Observacdo das células de B. thuringiensis subsp. kurstaki com o gene gfp através de microscopia de
fluorescéncia, em aumento de 12.000X. Foto: Felipe Ramos.
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Através destas microscopias foi confirmado que o B. thuringiensis foi absorvido pela planta
de algodao com o pedunculo imerso em agua e ainda, sua capacidade em se translocar
pela mesma, sendo sugado através do floema pelo inseto, A. gossypii. Situacao
semelhante foi relatada por Monnerat et al. (2003), porém utilizando a lagarta Spodoptera
frugiperda J.E. Smith em plantas de algodao e couve. Eles demonstraram que esta bactéria
era capaz de circular na planta e causar mortalidade nas lagartas que desta se
alimentavam.

Embora a bactéria inoculada na agua tenha sido absorvida pelo xilema da folha, esta foi
capaz de se translocar para o floema da planta e ser ingerida pelo pulgdo que da seiva do
floema se alimentava. Este transporte lateral de 4gua e minerais do xilema para o floema
ocorre por meio dos raios vasculares (células parenguimatosas), sendo o movimento
descrito por Raven et al. (1985).

A partir destes resultados, foi confirmado que a metodologia de bioensaio é eficiente,
sendo capaz de fornecer resultados satisfatérios na selecao de estirpes de B. thuringiensis

para o controle do pulgdao do algodoeiro e outros insetos sugadores.

Conclusoes

Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia das metodologias propostas, uma vez que
através desta foi confirmado que B. thuringiensis é capaz circular de forma sistémica na
planta de algodao.

Através da utilizacdo destas metodologias de bioensaio é eficiente sera possivel obter-se
resultados satisfatérios na selecao de estirpes de B. thuringiensis para o controle do pulgao
do algodoeiro e outros insetos sugadores. Sendo esta bactéria uma alternativa para o

controle biolégico de A. gossypii.
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