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Resumo

A patogenicidade de trezentas estirpes de Bacillus thuringiensis foi avaliada
contra larvas de Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis, Anthonomus
grandis, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, a fim de se determinar as
estirpes com maior espectro de acao, ou seja, que fossem ao mesmo tempo
efetivas contra os insetos acima citados. Foram selecionadas duas estirpes de B.
thuringiensis, denominadas S234 e S997, que apresentaram atividade contra as
trés ordens de insetos. Além disso essas estirpes foram caracterizadas por
métodos morfolégicos, bioquimicos e moleculares. As mesmas apresentaram
duas proteinas principais de 130 e 65 kDa, produtos de PCR de tamanho
esperado para a deteccao de genes cry7Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Becry2 e
cristais bipiramidais, cubdides e redondos.

Termos para indexacdo: Bacillus thuringiensis, Spodoptera frugiperda, Anticarsia
gemmatalis, Anthonomus grandis, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus.
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Prospeccao de estirpes de
Bacillus thuringiensis
efetivas contra insetos da
ordem Lepidoptera,
Coleoptera e Diptera

Abstract

Three hundred Bacillus thuringiensis strains had been tested against larvae of
Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis, Anthonomus grandis, Aedes
aegypti and Culex quinquefasciatus, in order to determine which ones could be
effective against all the insects cited above at the same time. Two strains of B.
thuringiensis had been selected, S234 and S997, which presented activity
against three insect orders. The two stains had been characterized by
morphological, biochemical and molecular methods. Both had presented two
main proteins with 130 and 65 kDa, PCR products with expected sizes for the
detection of the genes cry7Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1B and cry2 and
bipiramidal, squared and round crystals.

Key words: Bacillus thuringiensis, Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis,
Anthonomus grandis, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus
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Introducéao

Cerca de 15% das safras de alimentos do mundo s&o perdidas devido ao ataque
de insetos, cujo controle tem sido feito predominantemente com uso de
inseticidas quimicos, (Silva-Filho e Falco, 2000). O uso destes produtos
altamente téxicos e de amplo espectro de acao pode resultar em conseqliéncias
graves ao homem e ao meio ambiente, além de causar o aparecimento de
populacdes de insetos resistentes. Isto indica a necessidade de se reduzir o
consumo destes produtos através do emprego de alternativas de controle mais
seguras. Com isso os agentes de controle biolégico, principalmente as bactérias
aparecem como uma alternativa econdmica e ecologicamente viavel.

Dentre as bactérias utilizadas no controle bioldgico, Bacillus thuringiensis é
responsavel por 90-95% do mercado de bioinseticidas (Valadares-Inglis et al.,
1998). Esta bactéria é de ampla distribuicdo, podendo ser encontrada em
praticamente todos os ambientes onde foi procurada. Além disso, produz
diferentes proteinas téxicas, denominadas cristal que sao altamente especificas
para insetos de diferentes ordens como Lepidoptera, Coleoptera e Diptera e nao
afetam os homens, os animais e as plantas (De-Souza et a/., 1999).

Os cristais de B. thuringiensis ao serem ingeridos pelas larvas dos insetos
susceptiveis, sofrem acao do pH intestinal e de proteases, que solubilizam o
cristal e ativam as toxinas. Estas, por sua vez, se ligam a receptores localizados
no tecido epitelial do intestino da larva, ocasionando a quebra do equilibrio
osmoético da célula, que se intumesce e rompe, propiciando o extravasamento do
conteudo intestinal para hemocele do inseto. Em conseqiiéncia, a larva, para de
se alimentar, entra em paralisia geral e morre por inanicao ou septicemia. Nao ha
atividade de B. thuringiensis sobre as fases de pupa e de adulto dos insetos
(Monnerat e Bravo, 2000).

Laboratérios, em todo o mundo, buscam estirpes de B. thuringiensis produtoras
de novas toxinas que poderdo ser utilizadas como base para a producao de
bioinseticidas ou como doadoras de genes para a sintese de plantas transgénicas
resistentes a insetos.

11
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O objetivo deste trabalho foi selecionar entre 300 estirpes de B. thuringiensis, as
que apresentassem maior espectro de acao, ou seja, fossem ao mesmo tempo
efetivas contra insetos pertencentes a trés diferentes ordens, Lepidoptera:
(Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis), Coleoptera: (Anthonomus
grandis) e Diptera: (Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti). As estirpes
selecionadas foram caracterizadas através de métodos bioquimicos, moleculares
e ultra-estruturais

Material e Métodos
Selecdo das estirpes
Isolamento e caracterizacdo morfolégica

Para execucao deste trabalho foram utilizadas 300 estirpes de B. thuringiensis
depositadas no Banco de Germoplasma de Bactérias Entomopatogénicas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Estas estirpes foram isoladas de
amostras de solo e 4gua das varias regides do Brasil, de acordo com a
metodologia descrita no Protocolo da Organizacdo Mundial de Satde de 1987
(World Health Organization, 1987; Monnerat et a/., 2001).

Inicialmente as estirpes foram submetidas a choque térmico (80°C por 12
minutos/ gelo por 5 minutos) e plagueadas em meio NYSM (Yousten, 1984 com
modificacdes na composicao dos sais) adicionado de 100 mg/L de penicilina
(Yousten, 1991). Apd6s 48 horas as mesmas foram visualizadas em microscépio
de contraste de fases para observacao da presenca de células vegetativas,
esporos e cristais. Esse procedimento foi realizado para a confirmar a
identificacdo das estirpes como B. thuringiensis.

Avaliacdo de patogenicidade

As estirpes foram testadas contra larvas de S. frugiperda, A. gemmatalis, A.
grandis, A. aegypti e C. quinquefasciatus. Inicialmente foram feitos bioensaios
seletivos para testar dentre 300 estirpes as que seriam mais eficazes contra os
insetos alvo, ou seja, apresentariam atividade entomopatogénica. Do total de
estirpes foram selecionadas as que apresentaram mortalidade igual ou superior a
50% para todos os insetos em questao. As estirpes selecionadas foram
submetidas a bioensaios de diluicdes com a cultura bacteriana liofilizada para
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determinacao da concentracao letal necessaria para matar 50% da populacao
testada (CL, ).

- Contra Spodoptera frugiperda

A - Procedéncia dos insetos: As larvas de S. frugiperda foram criadas, em
laboratério, em dieta artificial elaborada a base de feijao, levedo de cerveja e
germe de trigo, sob temperatura de 25° C + 2, 70% = 10 de umidade relativa
e fotoperiodo de 14 horas (Schmidt et a/., 2001).

B - Bioensaio seletivo: Os bioensaios foram realizados espalhando-se 35uL da
cultura bacteriana crescida em meio NYSM por 48 horas a 28°C e 200 rpm na
dieta distribuida previamente em placas de cultivo de células com 24 pocos.
Apods a absorcao da cultura bacteriana pela dieta, uma larva de segundo estagio
foi colocada em cada poco. Uma placa foi deixada sem a bactéria, como
testemunha. As placas foram devidamente fechadas com tampas de acrilico e
ligas elasticas e colocadas na sala de bioensaio, regulada sob as mesmas
condicdes de criacao dos insetos. A primeira leitura foi feita 48 horas ap6s o
inicio do ensaio, ocasido em que as lagartas foram passadas para copinhos de
plastico de 50 mL, contendo dieta livre do bacilo. No sétimo dia do ensaio foi
feita a segunda e Ultima leitura. As larvas nao foram colocadas em grupos devido
ao seu habito canibal (Monnerat et al., 2001; Silva-Werneck e Monnerat,
2001).

C - Bioensaio de dose (CL,,): As estirpes que causaram mortalidade a todos os
insetos testados foram submetidas a bioensaio de dose para se determinar a
concentracdo letal necessaria para matar 50% das larvas testadas(CL).
Inicialmente, as estirpes cultivadas por 48 h em meio NYSM contendo
basicamente esporos e cristais foram liofilizados. Para isso, estes cultivos foram
centrifugados a 12.800 x g por 30 minutos, a 4°C (centrifuga BR4i, Jouan),
congelados “overnight” e liofilizados por 18 horas em liofilizador Labconco
modelo Lyphlock 18. Depois de liofilizado, os materiais foram pesados na
quantidade de 1 mg e adicionou-se aos mesmos 1mL de agua destilada estéril.
Apébs completa homogeneizacao em agitador tipo “vortex”, obteve-se a
suspensao |. A partir desta suspensao, obteve-se a suspensao |l, pegando-se
571,4 uL da suspensao | e adicionaram-se 428,6 uL de agua, obtendo-se uma
concentracao final de 571,4 ug/mL. Dai por diante, preparou-se 1 mL de cada
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uma das diluicdes conforme descrito na tabela 1, misturando um determinado
volume da suspenséao | que se apresenta na coluna 2 da tabela 1 com o volume
de agua correspondente na coluna 3 da mesma tabela. Em seguida, os
bioensaios foram realizados espalhando-se 35 ul de cada uma das diluicbes em
cada um dos 24 pocos das placas de cultivo de células. A cultura bacteriana foi
absorvida pela dieta e em seguida uma larva de segundo estagio foi colocada em
cada poco. Uma placa foi deixada sem a bactéria como testemunha. As placas
foram devidamente fechadas com tampas de acrilico e ligas elasticas e colocadas
na sala de bioensaios nas mesmas condicdes de criacdo dos insetos. Foram
testados dez diluicbes e um controle por bioensaio, com 24 individuos por
tratamento. A primeira leitura foi feita 48 horas apds o inicio do ensaio, ocasido
em que as lagartas foram passadas para copinhos de plastico de 50 mL,
contendo dieta livre do bacilo. No sétimo dia do ensaio foi feita a segunda e
Gltima leitura.

Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits (Finney,
1971) e a concentracéo letal (CL, ) foi determinada. B. thuringiensis subespécie
kurstaki HD-1 (Btk) foi utilizado como padrao e controle positivo.
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Tabela 1. Tabela de diluicdes e concentracao final para realizacdo de bioensaios

contra Spodoptera frugiperda

Dose Suspenséo Il (ul)
1 200

2 120

3 72

4 43,2

5 25,92

6 15,652

7 9,3312

8 5,569872
9 3,359232
10 2,015539

Agua (ul)

800

880

928

956,8

974,08

984,448

990,6688

994,4013

996,6408

997,9845

ng/cm?

2000

1200

720

432

259,2

155,52

93,312

55,9872

33,59232

20,15539

Contra Anticarsia gemmatalis

A - Procedéncia dos insetos: As larvas de A. gemmatalis foram criadas, em

laboratério, em dieta artificial elaborada a base de feijao, levedo de cerveja,

germe de trigo, proteina de soja e caseina, em sala de criacdo regulada sob as
mesmas condicbes descritas para S. frugiperda (Schmidt et al., 2001).

B - Bioensaio seletivo: Os bioensaios foram realizados espalhando-se 150 ul da
cultura bacteriana crescida em meio NYSM por 48 horas a 28°C e 200 rpm na
dieta distribuida previamente em copos descartaveis de 50 mL. Apds a absorcao
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da cultura bacteriana pela dieta, dez larvas de segundo estagio de A. gemmatalis
foram colocadas em cada copinho, que em seguida foram fechados com tampas
de acrilico e incubados nas mesmas condicdes de criacao do inseto. Duas
repeticoes foram feitas e um copo foi deixado sem a bactéria, como testemunha.
A primeira leitura foi feita 48 horas apds o inicio do ensaio, ocasido em que as
lagartas foram transferidas para novos copos contendo dieta livre do bacilo. No
quinto dia do ensaio foi feita a segunda e Ultima leitura (Monnerat et a/., 2001;
Silva-Werneck e Monnerat, 2001).

C - Bioensaio de dose (CL): Para se determinar a concentracéo letal (CL ) das
estirpes selecionadas, o procedimento utilizado foi idéntico ao descrito para S.
frugiperda, com excecdo da Ultima leitura do bioensaio que foi feita no quinto
dia. Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits
(Finney, 1971) e a concentracao letal (CL, ) foi determinada. B. thuringiensis
subespécie kurstaki HD-1 (Btk) foi utilizado como padrao e controle positivo.

Contra Anthonomus grandis

A - Procedéncia dos insetos: As larvas de A. grandis foram criadas, em
laboratério, em dieta artificial elaborada a base de levedo de cerveja, germe de
trigo, proteina de soja, pharmameédia (proteina de algodao) e glicose, em insetério
regulado a temperatura de 25°C + 2, umidade relativa de 65% + 5 e
fotoperiodo de 14 horas (Monnerat et a/., 2000; Schmidt et a/., 2001).

B - Bioensaio seletivo: Os bioensaios foram realizados incorporando-se 10 mL da
cultura bacteriana crescida em meio NYSM por 48 horas a 28°C e 200 rpm em
35 mL de dieta artificial a temperatura de aproximadamente 50°C. Em seguida, a
dieta foi vertida em placas de petri. Apds solidificacao, foram feitos 15 furos e
colocadas larvas neonatas (uma por furo). Foram feitas quatro repeticdes e uma
placa foi deixada sem a bactéria, como controle. A leitura foi feita sete dias apds
o inicio do bioensaio (Monnerat et al., 2000).

C - Bioensaio de dose: Para se determinar a concentracéo letal (CL, ), as estirpes
selecionadas foram crescidas e liofilizadas nas mesmas condicdes descritas para
S. frugiperda. Em seguida, os materiais liofilizados foram pesados na quantidade
de 1,5 mg e adicionados 15 mL de a4gua destilada estéril. Apés completa
homogeneizacdo em agitador tipo “vortex”, obteve-se a suspensdo | a uma
concentracao final de 0,1 mg/mL. A partir desta suspensao foram feitas diluicées



Prospeccao de estirpes de Bacillus thuringiensis efetivas contra insetos da ordem Lepidoptera,

Coleoptera e Diptera

seriadas decimais. Preparou-se dieta artificial para A. grandis, acondicionou-se
em béqueres e autoclavou-se. As diluicdes seriadas foram incorporadas em 35
mL de dieta artificial a temperatura de aproximadamente 50°C e o total foi vertido
em placas de petri, em capela de fluxo laminar. Apds solidificacao da dieta,
foram feitos 15 furos e colocadas larvas neonatas (uma por furo). Foram feitas 4
repeticdes e uma placa foi deixada sem a bactéria, como controle. Seis
concentracoes foram testadas e um controle por bioensaio, com 60 individuos
por tratamento. Os bioensaios foram mantidos em BOD 10/14 fotoperiodo e a
temperatura de 26°C. A leitura foi feita sete dias ap0s o inicio do bioensaio. Os
dados de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits (Finney,
1971) e a concentracéo letal (CL, ) foi determinada. B. thuringiensis subespécie
tenebrionis (Btt) foi utilizado como padrao e controle positivo.

Contra Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti

A - Procedéncia dos insetos: As larvas de C. quinquefasciatus e A aegypti foram
criadas, em laboratério regulado a temperatura de 25°C + 2, umidade relativa
de 70% =+ 10 e fotoperiodo de 14 horas. A alimentacao das larvas foi feita com
biscoitos de racao de gato (Schmidt et a/., 2001).

B - Bioensaio seletivo: O procedimento para a realizacao do bioensaio seletivo
consistiu em colocar 1 mL da cultura bacteriana crescida em meio NYSM por 48
horas a 28°C e 200 rpm em dois copos descartaveis de 200 mL contendo 100
mL de agua destilada e 25 larvas de segundo estagio das duas espécies de
mosquitos. Foram feitas duas repeticdes e um copo sem a cultura foi deixado
como testemunha. Apds 24 e 48 horas, fez-se a leitura do nimero de
sobreviventes, determinando-se quais as estirpes foram téxicas (Monnerat et al.,
2001; Silva-Werneck e Monnerat, 2001).

C - Bioensaio de dose (CL)): Para se determinar a concentracéo letal (CL, ), as
estirpes selecionadas foram crescidas e liofilizadas nas mesmas condicdes
descritas para S. frugiperda. Em seguida, os materiais liofilizados foram pesados
na quantidade de 5 mg em tubos Eppendorf e adicionados aos mesmos 1 mL de
agua destilada estéril, obtendo-se apés completa homogeneizacao em agitador
tipo “vortex”, a suspensdo |. Depois se pegou uma quantidade de 400 uL da
suspensao e adicionou-se a 3,6 mL de dgua destilada estéril, obtendo-se a
suspensao Il a uma concentracao final de 500ug/mL. A partir da suspensao Il
foram feitas diluicdes seriadas decimais e foram utilizadas cinco concentracdes.
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Prepararam-se os copos com 100 mL de agua destilada e colocou-se 1 mL de
cada uma das diluicoes e 25 larvas de segundo estagio de cada uma das
espécies de mosquito. Foram realizadas trés repeticoes e, um copo sem a cultura
foi deixado como testemunha. Os bioensaios foram mantidos em sala com
umidade de 70% e temperatura de aproximadamente 25 °C. Ap6s 48 horas do
inicio do teste, foi efetuada a contagem do nimero de larvas mortas. Os dados
de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits (Finney, 1971) e a
concentracao letal (CL, ) foi determinada. B. thuringiensis subespécie israelensis
IPS-82 (Bti) foi utilizado como padrao e controle positivo.

Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%)

Este procedimento foi realizado com as estirpes selecionadas nos bioensaios
seletivos, toxicas a todos os insetos testados.

Preparacdo das misturas esporos-cristais

As estirpes bacterianas foram crescidas em meio NYSM por 72 horas em
incubador rotativo a 28°C e 200 rpm e, em seguida, as proteinas foram
extraidas de acordo com Lecadet et al. (1991). As culturas bacterianas foram
transferidas na quantidade de 1,5 mL para tubos Eppendorf de 2 mL,
previamente autoclavado, e centrifugadas a 12.800 x g, em microcentrifuga
Eppendorf, por 20 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os
sedimentos lavados com 1,5 mL de NaCl 0,5 M por 20 minutos. Descartou-se o
NaCl 0,5M foi descartado e secaram-se as paredes do tubo eppendorf com papel
de filtro. Os sedimentos foram lavados por duas vezes com 1,5 mL de PMSF a
1TmM e centrifugados a 12.800 x g por 20 minutos. Descartou-se o PMSF
1TmM e os sedimentos foram ressuspendidos em 500uL de PMSF 1 mM e
armazenados a —20°C.

Andlise das proteinas em gel de Poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

As preparacdes de esporos-cristais das estirpes foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida-SDS a 10% (SDS-PAGE), conforme procedimento
descrito por Laemmli (1970). Aliquotas de 20 uL das preparagdes de esporos-
cristais foram diluidas em tampao de amostra de proteina 5X (1,5M Tris-HCI, pH
6,8, Glicerol, SDS, 2b-Mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) fervidas a 100°C
por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Usaram-se 10 uL
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de marcador de proteina de alto e baixo peso molecular (Bench Mark™ Prestained
Protein Ladder, Invitrogen). A eletroforese foi realizada em aparelho Hoefer
miniVE vertical electroforesis system — Amersham Pharmacia, contendo tampao
de corrida 1X (Tris-base, glicina, SDS 10%), a voltagem constante de 150 V,
por 1 hora e 30 minutos. O gel foi corado em solucao corante de Comassie blue
(40% metanol e 25% de Comassie blue 250-R) por uma hora e descorado em
solucdo descorante (40% de metanol, 10% de acido acético) por 1-2 horas até
visualizacao dos perfis protéicos das estirpes. B. thuringiensis subsp. kurstaki foi
utilizado com padrao.

Caracterizagdo Molecular

A técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase) foi usada para identificacao
dos genes cry presentes no DNA total das estirpes téxicas a todos os insetos
testados. Todas as reacdes se processaram em tubos de polipropileno de 0,2
mL, em um termociclador MJ Research, Inc. (PTC-100™).

O DNA total dos isolados foi extraido segundo metodologia descrita por Bravo
et al. (1998). As estirpes foram cultivadas em meio agar NYSM a 30°C por 16
horas. Uma algada de células foi transferida para 100 uL de agua destilada,
congelada a — 20°C e, em seguida, fervida por 10 minutos para lisar as células.
Depois, centrifugou-se o material rapidamente a 12.800 x g por 30 segundos,
em microcentrifuga Eppendorf. Transferiu-se cuidadosamente o sobrenadante
sem o pellet para outro tubo Eppendorf e preparou-se, entao, a reacao em cadeia
da polimerase (PCR).

Para a realizacado das PCRs, 15 uL do sobrenadante da cultura foram transferidos
para um tubo contendo 12,5 uM de cada “primer”, 100mM de dNTP mix,
tampao de Taqg 1x e 2,5 U de Taq DNA polimerase (5.0 U) em um volume total
de 50 L.

Foram usados “primers” gerais para identificacao de genes cry7, cry2, cry3,
cry4, cryb, cry8, cryl1, cryl12, cry14, cry21 e cyt e especificos para
identificacado de cry?, cry3, cry7, cry8, cry9 e cry13.

Para identificacao de genes cry7 nos isolados foram usados os pares de
“primers” gerais gral-cry1 (Bravo et al., 1998). A amplificacado foi processada
em termociclador de DNA e as condicées das PCRs foram as seguintes: 94°C por
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um minuto de desnaturacao, 52°C por um minuto de anelamento, 72°C por um
minuto de extensao e uma extensao extra de 72°C por cinco minutos num total
de 30 ciclos. Foram usados também pares de “primers” para identificacao de
genes cry9, cry11 e cyt (spe-cry9A, spe-cry9B, spe-cry9C e gerais gral-cry11 e
gral-cyt). A amplificacdo foi processada em termociclador e as condi¢cdes das
PCRs com estes outros “primers” foram similares, exceto que a temperatura de
anelamento foi de 51°C.

Para a identificacdo de genes cry8 foram usados pares de “primers” gerais e
especificos (gral-cry8, spe-cry8A, spe-cry8B, spe-cry8C) e para a identificacdo
de genes cry13, cry5, cry12, cry14 e cry21 foram usados “primers” especificos
para cry13 e gerais para os outros (spe-cry13 e gral-nem). As condi¢cdes de PCR
foram as mesmas descritas para o gene cry7, com excecao da temperatura de
anelamento que foi de 49°C para o cry8 geral e especificos e de 50°C para o

cry 13 especifico e gral-nem.

Para identificacao de genes da subclasse cry? (cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac,
cryl1Ad, cry1B, cry1C e cry1D) foram usados os pares de “primers” especificos
(Ceron et al., 1994) CJ1/CJ2, CJ3/CJ2, CJ4/CJ5, CJ6/CJ7, CJ8/CJ9, CJ10/
CJ11 e CJ12/CJ13 e amplificagdes foram processadas em termociclador de
DNA e as condicoes das PCRs foram as seguintes: 92°C por um minuto de
desnaturacao, 53°C por um minuto de anelamento, 72°C por um minuto de
extensdo e uma extensdo extra a 72°C por 10 minutos num total de 25 ciclos.

Para genes cry1E, cry1F e cry1G foram usados os pares de “primers”
especificos CJ14/CJ15, CJ16/CJ17 e CJ18/CJ19 (Ceron et al., 1995). As
amplificagdes foram processadas em termociclador de DNA e as condi¢cdes das
PCRs foram as seguintes: 95°C por um minuto de desnaturacéo, 48°C por um
minuto de anelamento, 72°C por um minuto de extensao e uma extensao final de
a 72°C por 5 minutos num total de 30 ciclos.

Para a identificacdo de genes cry3 foram usados os pares de “primers” CJI1120/
CJIlI21 e para a identificacao do cry3 especifico foram usados os pares de
“primers” CJllicte22/CJIIIA23, CJllicte22/CJIlIB24, CJlllcte22/CJIIIC25,
CJlllcte22/CJNICg26, CJllicte22/CJIIID27 e CJIIIE28/CJIIE29 (Ceron et al.,
1995). As condicdes de PCR foram as mesmas descritas no paragrafo anterior.

Finalmente, para identificacdo de genes cry4 foram feitas PCRs com os pares de
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primers gerais Dip1A/Dip1B e Dip2A/Dip2B (Carozzi et al., 1991); e as
condicoes das PCRs foram as seguintes: 94°C por 45 segundos de
desnaturacao, 45°C por 45 segundo de anelamento, 72°C por um minuto de
extensdo num total de 35 ciclos.

Uma aliquota de 24 uL de cada produto de PCR foi misturada com tampao de
amostra 6X e aplicada em gel de agarose 2%. A corrida eletroforética foi
processada em Tampao TBE 1X (Tris-base, Acido bérico, EDTA 0,5M - pH
8,0). Apds a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio diluido em agua na
concentracao de 1mg/mL por 20 minutos, e descorado em agua destilada por 15
minutos. O gel foi observado em transluminador sob luz UV e fotografado em
foto-documentador modelo Eagle Eye (Stratagene). As estirpes B. thuringiensis
subsp. kurstaki (Btk), B. thuringiensis subsp. tenebrionis (Btt), B. thuringiensis
subsp. israelensis (Bti), B. thuringiensis subsp. medellin (Btmed) e B.
thuringiensis subsp. jegathesan (Btjeg) foram utilizados como padrdes.

Caracterizacdo ultra-estrutural
Purificacdo de cristais para microscopia eletrénica

Os isolados foram crescidos em meio NYSM em incubador rotativo a 200 rpm, a
30°C, por 48 a 72 horas (até completa esporulacao). Para purificacdo de
cristais, foi utilizado o protocolo descrito por Thomas e Ellar (1983). Duzentos
mL dos isolados selecionados e do padrao B. thuringiensis subsp. kurstaki foram
transferidos para tubo Falcon previamente autoclavado e esterilizado e
centrifugados a 12.800 x g, por 30 minutos, a 5°C (Centrifuga BR4i — Jouan ).
O sobrenadante foi coletado e observado para verificar a presenca de cristais.
Caso se visualizasse cristais, guardava-se os mesmos. Os sedimentos foram
lavados por trés vezes em 10 mL de uma solucao contendo PMSF 0,1 mM
(Phenylmethyl Sufonyl fluoride) e triton 0,01 % e ressuspendidos em 3 mL de
solucdo TTN (Triton 1%, Tris HCI 0,05M pH 8 e NaCl 0,01M). Em seguida, as
suspensodes foram sonicadas a 3 pulsos de 1 minuto, com intervalos de 1
minuto entre cada pulso, para separar os esporos dos cristais. Durante esta
etapa, as amostras foram mantidas no gelo. Preparou-se o gradiente de sacarose
em um tubo de 30 mL Ultraclear (Beckman ), nas seguintes concentragdes:
84%, 79%, 72% e 69%, e sobre as solucdes de sacarose foram acrescentadas
as suspensodes de esporos-cristais. Entdo, o gradiente foi centrifugado a 47.800
x g por 30 minutos a 15°C (Ultracentrifuga Sorvall, modelo Combi-plus, rotor
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AH 628). Apds centrifugacao, as bandas contendo os cristais foram
recuperadas, colocando-se em igual volume de agua, e centrifugadas a 12.800 x
g por dez minutos, a 4°C (Centrifuga BR4i, Jouan). Os sobrenadantes foram
descartados e os sedimentos ressuspendidos em 1 mL de solucéo triton 0,01%.
Observou-se ao microscopio de contraste de fases. Depois, lavou-se novamente
por 2 vezes com a mesma solucao de triton. Os sedimentos finais foram
ressuspendidos em 500 uL de solucdo de PMSF 0,1 mM. As amostras foram
analisadas em gel de proteinas para controle da pureza das mesmas e depois
armazenadas a — 20°C.

Microscopia Eletronica de varredura

As suspensoes de cristais das estirpes foram liofilizadas em liofilizador Labconco
modelo Lyphlock 18. Depois de liofilizadas, as amostras foram depositadas
sobre suportes metdlicos e cobertas com ouro por 180 segundos, utilizando-se
metalizador Emitech modelo K550 e observadas em microscépio eletronico de
varredura Zeiss modelo DSM 962.

Resultados e Discussao
Selecdo das estirpes

Todas as 300 estirpes foram confirmadas como pertencendo a espécie B.
thuringiensis. Dentre estas, 16 estirpes apresentaram toxicidade para um ou
mais insetos (Tabela 2). As estirpes S541, S988, S78, S1115, S252, S710,
S1015, S1063 apresentaram dupla atividade, sendo que S541 e S988 foram
efetivas contra C. quinquefasciatus e A. aegypti; as estirpes S78 e S1115 foram
efetivas contra C. quinquefasciatus e A. grandis e as estirpes S252, S710,
S1015 e S1063 foram efetivas contra A. gemmatalis e A. grandis. As estirpes
S725, S766, S991 e S1212 apresentaram toxicidade apenas para A.
gemmatalis e as estirpes S984 e S1035 apresentaram toxicidade apenas para C.
quinquefasciatus. Por Gltimo, as estirpes S234 e S997 apresentaram atividade
contra todas as cinco espécies de insetos testadas e foram selecionadas para a
continuacao dos trabalhos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Avaliacao de algumas estirpes de B. thuringiensis em relacado a
patogenicidade contra as diferentes ordens e espécies de insetos: S. frugiperda,
A.gemmatalis, A. grandis, A. aegypti e C. quinquefasciatus

Patogenicidade

Lepidoptera Coleoptera Diptera

S.frugiperda / A. gemmatalis A.grandis C.quinquefasciatus / A aegypti

S78, S1115 - - + - +
S234, S997 + + + + +
S252, S710, - + + - -
S1015, S1063

S541, S988 - - - + +
S725, S766, - + - - -
S991, S1212

S984, S1035 - - - - +
(+) patogenicidade positiva, ( - ) patogenicidade negativa

Dentre as estirpes selecionadas, a mais efetiva contra S. frugiperda foi a S234
que apresentou CL,, trés vezes menor que o do padré&o utilizado B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1. Ja a estirpe S997 se mostrou tao patogénica quanto o
padréo B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, apresentando valores de CL,,
estatisticamente semelhantes (Tabela 3).

Para A. gemmatalis, as estirpes se mostraram semelhantes ao padrao HD-1
(Tabela 3). Os resultados de superioridade ou semelhanca de estirpes contra
lepidépteros com o padrao HD-1, ja haviam sido relatados por De Souza et al.
(1999).
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Tabela 3. CL,, das estirpes de B. thuringiensis contra larvas de 2° instar de S.
frugiperda e de A. gemmatalis

S. frugiperda Homologia A. gemmatalis Homologia
CL,, (ng/cm?) CL,, (ng/cm?)

HD-1 285,22 B 15,16 A
(201,53 - 418,73)* (5,95 - 23,06)

S234 90,24 A 17,22 A
(39,32 - 144,30) (7,74 - 42,16)

S997 525,70 B 21,49 A
(387,22 - 699,79) (13,06 - 39,39)

(*) Nimeros em paréntesis refere-se ao Intervalo de confianca a 95%

Com relacdo ao coledptero A. grandis, as estirpes S234 e S997 se mostraram
mais efetivas, uma vez que apresentaram CL, inferior ao padrao utilizado B.
thuringiensis subsp. tenebrionis (Tabela 4). A diferenca dos valores absolutos da
CL,, da estirpe S997 chegou a ser mais de 300 vezes inferior aquela obtida com
o padréo B. thuringiensis subsp. tenebrionis (Btt) (Tabela 4). Ainda que as CL,,
obtidas com os testes de toxicidade das estirpes S234 e S997 tenham sido
diferentes, ndo houve diferencas estatisticas entre a atividade dos dois isolados
(Tabela 4).

Tabela 4. CL,, das estirpes de B. thuringiensis contra larvas neonatas de A
grandis

CL,, (ng/mL) Intervalo de confianca 95% Homologia
Btt 537.10° 81 - 26.287,2.10° B
S234 10,4.10° 4,0 - 21,9.10° A

S997 1,8.10° 0,4-6,7.10° A
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Apesar das estirpes S234 e S997 terem apresentado toxicidade nos bioensaios
seletivos contra A. aegypti e C. quinquefasciatus, seus valores de CL,, foram
semelhantes entre si e muitas vezes superiores ao padrao B. thuringiensis subsp.
israelensis IPS-82 (Bti), sendo, portanto menos efetivas (Tabela 5). Foi relatado
gue nao se tem noticias de estirpes de B. thuringiensis mais eficazes que Bti para
o controle de larvas de mosquitos (Dias et al., 2002). Os resultados obtidos
nestes testes demonstram mais uma vez a dificuldade de se encontrar estirpes
com atividade superior ao padrao Bti.

Tabela 5. CL,, das estirpes de B. thuringiensis contra larvas de 2° instar de A.
aegypti e C. quinquefasciatus

Estirpes  A. aegypti Homologia C. quinquefasciatus Homologia
CL,, (ug/mL) CL,, (ng/mL)

IPS-82 0,0016 A 0,0096 A
(0,0012 - 0,0022)* (0,0074 - 0,0130)

S234 4,92 B 7,26 B
(2,33 - 17,97) (4,86 -15,90)

S997 4,49 B 31,03 B
(2,06 - 16,97) (9,45 -990,68)

(*) Nimeros em paréntesis refere-se ao Intervalo de confianca a 95%

Eletroforese de proteinas-cristal

A andlise da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da mistura de
esporos e cristais das estirpes S234 e S997 mostrou que as preparacdes sao
compostas de dois polipeptidios principais de aproximadamente de 130 e 65
kDa, semelhantes entre si e que correspondem ao perfil do padrao 5.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Hofte et al., 1988; Lereclus et al., 1993)
(Figura 15). E importante observar que o perfil de 130 kDa é considerado
padrao caracteristico de estirpes ativas contra lepidépteros e coledpteros e o
perfil de 65 kDa é caracteristico de estirpes ativas contra lepiddpteros e dipteros,
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corroborando com os resultados de bioensaios apresentados pelas estirpes S234

e S997.
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Fig. 15. SDS-PAGE 10% do complexo esporo-cristal das estirpes de B. thuringiensis
S234 e S997. 1: Marcador Invitrogen Bench Marker ™ Prestained Protein Ladder; 2:
HD-1; 3: S234 e 4: S 997

Caracterizacdo Molecular

Através da PCR, usando DNA total das estirpes S234 e S997 e primers
especificos para a deteccao de genes da classe cry 7, foram obtidos fragmentos
de tamanhos esperados. A PCR com os primers CJ1/CJ2 resultou num
fragmento de 246 pb, indicando a presenca do gene cry7Aa (Figura 16). A PCR
com os primers CJ4 e CJ5 resultou num fragmento de 216 pb, obtido quando o
gene cry1Ab esta presente (Figura 17). A PCR com os primers CJ6 e CJ7
resultou num fragmento de 180 pb, indicando a presenca de cry7Ac (Figura 18)
e com os primers CJ8 e CJ9 um fragmento de 367 pb indicando a presenca do
gene cry1B (Figura 19). As duas estirpes S234 e S997 e o padrao HD-1
apresentaram 0s mesmos genes.

Quando o DNA das estirpes S234 e S997 foi amplificado com primer geral cry2
(Bravo et al., in press), foi obtido um produto de 526 pb evidenciando assim a
presenca do gene cry2 (Figura 20). A PCR do padrao HD-1 também apresentou
o mesmo fragmento.

Os outros primers utilizados ndo produziram fragmentos de tamanho esperado,
indicando que as estirpes ndo possuem genes cry3, cry4, cry5, cry7, cry8,
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cry9, cry11, cry12, cry13, cry14, cry21 e cyt. As PCRs realizadas com as
estirpes padrao Bti, Bt jeg, Bt med e Btt apresentaram fragmentos de tamanho
esperado para os genes cry4, cryl1, cytl e cyt2, cry3, cry7 e cry8,
respectivamente.

As estirpes S234 e S997 apresentaram cada uma cinco genes, sendo que
quatro deles pertencem ao grupo cry7, demonstrando mais uma vez que é
freqlente a aparicdo de genes cry7 nas colecdes de B. thuringiensis estudadas
(Ben-Dov et al., 1997; Bravo et al., 1998). Além disso, Bourgouin et al.

(1988) observaram que dentro de diversas estirpes de B. thuringiensis, algumas

apresentam um Unico gene, ja outras estirpes apresentam 5 genes diferentes,
como é o caso da subespécie azawai HD-137, estando de conformidade com o
resultado apresentado pelas estirpes analisadas neste trabalho.

Provavelmente a mortalidade causada pelas estirpes S234 e S997 aos insetos
S. frugiperda, A. gemmatalis e A. grandis se deva ao gene cry7B, uma vez que
Bradley et al. (1995) observaram a atividade dupla da proteina Cry1Ba contra
lepidépteros e coledpteros. Van Rie et al. (1990) afirmaram que espécies de
Spodoptera sao tolerantes a proteinas Cry1Aa e Cry1Ab. Com relacao A.
gemmatalis, a atividade emtomopatogénica das estirpes S234 e S997 pode ser
em funcao da presenca dos genes cry7A, como também pela presenca do gene
cry2, que sao ativos contra insetos da ordem Lepidoptera (Dankocsik et al.,
1990; Wu et al., 1991). No entanto, a baixa atividade das estirpes S234 e
S997 contra os dipteros C. quinquefasciatus e A. aegypti se deve
provavelmente a presenca do gene cry2, ja que este gene apresenta baixa
atividade contra esta ordem de insetos (Dankocsik et al., 1990; Wu et al.,
1991).

E importante salientar que a toxicidade de algumas estirpes aos insetos-alvo
pode ser devido a interacdes sinergisticas entre as toxinas encontradas, ou
mesmo, pela interacao destas com os esporos, existindo dificuldade para se
estabelecer a contribuicdo de cada toxina, devido a variagcao nos resultados de
toxicidade de proteinas individuais. Portanto, se torna necessario realizar e
analisar bioensaios com proteinas individuais e em conjunto para confirmar a
toxina responsavel pela mortalidade (Lee et al., 1996; Schnepf et al., 1998).
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Fig. 16. Produtos de PCR obtidos com “primers” especificos para genes tipo cry7Aa,
através da utilizacdo dos “primers” CJ1/CJ2 e DNA das estirpes HD-1, S234 e S997.
1- Marcador de massa molecular, 100bp DNA Ladder (Pharmacia), 2- Controle
negativo, 3 - HD-1, 4 - S234 e 5 - S997

pb

T00

200 o

Fig. 17: Produtos de PCR obtidos com “primers” especificos para genes tipo cry7Ab,
através da utilizacdo dos “primers” CJ4/CJ5 e DNA das estirpes HD-1, S234 e S997.
1- Marcador de massa molecular, T00bp DNA Ladder (Pharmacia), 2 - Controle
negativo, 3 - HD-1, 4 - S234 e 5 - S997
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Fig. 18. Produtos de PCR obtidos com “primers” especificos para genes tipo cry7Ac,
através da utilizacdo dos “primers” CJ6/CJ7 e DNA das estirpes HD-1, S234 e S997.
1- Marcador de massa molecular, 100bp DNA Ladder (Pharmacia), 2- Controle
negativo, 3 - HD-1, 4 - S234 e 5 - S997
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Fig. 19. Produtos de PCR obtidos com “primers” especificos para genes tipo cry7B,
através da utilizacdo dos “primers” CJ8/CJ9 e DNA das estirpes HD-1, S234 e S997.
1- Marcador de massa molecular, 100bp DNA Ladder (Pharmacia), 2- Controle
negativo, 3— HD-1, 4 — S234 e 5 - S997
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Fig. 20. Produtos de PCR obtidos com “primers” especificos para genes tipo cry2,
através da utilizacdo dos “pri,mers” Cry2(d)/Cry2(r) e DNA das estirpes HD-1, S234 e
S997. 1- Marcador de massa molecular, 100bp DNA Ladder (Pharmacia), 2- Controle
negativo, 3 — HD-1, 4 - S234 e 5 - S997

Microscopia eletronica

As amostras de cristais purificados em gradiente de sacarose das estirpes S234
e S997 mostraram, através da microscopia eletrénica de varredura que ambas as
estirpes possuem cristais bipiramidais, cubdides e esféricos (Figuras 21 e 22).
Estas formas vistas através de exames microscoépicos podem fornecer indicacdes
sobre atividade inseticida dos cristais de uma estirpe (Lereclus et al., 1993;
Taylor et al., 1992; Habib e Andrade, 1998).

Cristais bipiramidais podem estar associados as proteinas do tipo Cry1, que
apresentam atividade contra insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera e os
cristais cubdides podem estar associados com as proteinas do tipo Cry2 que
apresentam atividade contra insetos da ordem Lepidoptera e Diptera. A estirpe de
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 utilizada como padrao apresentou os
mesmos cristais que as estirpes S234 e S997, confirmando o observado por
Hofte et al (1988) (Figura 23).
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Fig. 21. Micrografia eletronica de varredura da mistura esporos-cristais da estirpe de
Bacillus thuringiensis S234. (A) cb-cristal bipiramidal (aumento de 20.000 x); (B) ep-
esporo, cc-cristal cubdide (aumento 15.000 x).

(Ad

Fig. 22. Micrografia eletronica de varredura da mistura esporos-cristais da estirpe de
Bacillus thuringiensis S997. (A) cb-cristal bipiramidal, ep-esporo, cc-cristal cubdide;
(B) ce-cristal esférico, ep-esporo; (C) cc-cristal cubdide, cb-cristal bipiramidal
(aumento de 10.000 x).
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Fig. 23. Micrografia eletronica de varredura da mistura esporos-cristais da estirpe de
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1. (A) ce-cristal esférico; (B) cb - cristal

bipiramidal, ep-esporo); (C) cc-cristal cubdide, ep-esporo (aumento de 10.000x)
Conclusoes e Perspectivas

Este trabalho possibilitou a identificacdo de duas estirpes patogénicas a trés
ordens de insetos, fato este que até o momento nao havia sido relatado.A estirpe
S234 foi mais efetiva contra Spodoptera frugiperda, a lagarta do cartucho do
milho. Para A. gemmatalis, as estirpes se mostraram semelhantes ao padrao B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1. Com relacao ao coleéptero A. grandis, as
estirpes S234 e S997 foram semelhantes entre si e superiores ao padrdo. As
estirpes S234 e S997 apresentaram valores de CL50 semelhantes entre si para
os dipteros A. aegypti e C. quinquefasciatus, entretanto nenhuma delas foi mais
téxica que o padrdo B. thuringiensis subsp. kurstaki. As estirpes testadas
apresentaram duas proteinas principais de 130 e 65 kDa e produtos de PCR para
adeteccdo de genes cry! e cry2.Novos estudos deverao ser conduzidos para se
conhecer e confirmar quais as toxinas responsaveis pela toxicidade a cada um
dos insetos e se elas agem individual ou conjuntamente.
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