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Introdução

Microorganismos endofíticos são aqueles que habitam o interior das
plantas durante pelo menos um período do ciclo de suas vidas
(Azevedo, 1998). No início dos anos setenta, microrganismos
endofíticos eram considerados neutros, não causando danos ou
benefícios às plantas, mas através dos conhecimentos adquiridos,
sabe-se atualmente que esses microrganismos em muitos casos
desempenham um papel importante na proteção de plantas contra
predadores e patógenos (Azevedo et al., 2000).

Weber (1981), foi provavelmente o primeiro pesquisador a relatar a
proteção de plantas a insetos devido a um fungo entomopatogênico.
Trabalhos posteriores sustentaram esses dados em gramíneas e
outras plantas (Funk et al., 1983; Claydon et al., 1985).

A partir de bactérias endofíticas, novas formas de controle biológico
vêm sendo desenvolvidas com o auxílio da engenharia genética.
Como exemplo, deve-se mencionar a transformação da bactéria
Clavibacter xyli com o gene cry1Ac de Bacillus thuringiensis
Berliner que codifica uma proteína tóxica a alguns insetos da ordem
Lepidóptera (Tester, 1992).

Muitas bactérias do gênero Bacillus foram isoladas a partir de
tecidos de plantas (Azevedo et al., 2000), entretanto nenhum autor
cita o isolamento da espécie B. thuringiensis. Trabalhos realizados
por diversos autores mostram que esta bactéria possui ampla
distribuição, podendo ser isolada a partir de diferentes ambientes
(Monnerat et al., 2001; Bravo et al., 1998).

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vem desenvolvendo
projetos de pesquisa com algodão e possui pequenos campos para
darem suporte às pesquisas. Foi observado que as plantas de
algodão de um desses campos não apresentavam ocorrência natural
de lepidópteros, assim, foi realizado um experimento para verificar
a presença de B. thuringiensis no interior dessas plantas.

Materiais e Métodos

1- Isolamento das estirpes: As estirpes foram coletadas do solo
próximo às raízes, das raízes,dos pedúnculos,das maçãs,dos caules
e das hastes de algodão plantado á 90 dias. As estruturas da planta
foram lavadas e esterilizadas superficialmente para evitar contami-
nações com bactérias epifíticas e em seguida seccionadas e coloca-
das em meio ágar NYSM (Yousten , 1984). O solo foi submetido a
choque térmico e plaqueado em ágar NYSM. Quarenta e oito horas
depois, as colônias foram coletadas e analisadas.
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2- Caracterização morfológica: As estirpes foram submetidas a
choque térmico e crescidas em meio NYSM acrescido de penicilina.
As colônias detectadas após 48 horas foram observadas através de
microscopia óptica em contraste de fases para a verificação da
presença do cristal protéico. As positivas eram B. thuringiensis.

3- Determinação do peso molecular das proteínas totais: O
peso molecular foi determinado através de eletroforese de proteínas
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%). As proteínas de B.
thuringiensis foram extraídas de acordo com Lecadet et al. (1991).
Para determinação da composição protéica, alíquotas de 20 ml das
preparações de esporos-cristais foram fervidas por 5 minutos em
tampão de amostra de proteínas e submetidas a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida-SDS 10%, conforme descrito por
Laemmli (1970). O gel foi corado em solução de Comassie blue R-
250 0,1% em fixador  composto por 40% metanol, 10% ácido
acético.

4- Caracterização molecular através da presença de genes de
toxinas pela reação em cadeia da polimerase: Para identificar a
presença dos genes codificadores de toxinas de B. thuringiensis
realizaram-se reações de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase)
utilizando diferentes oligonucleotideos (Céron et al., 1995; Bravo et
al., 1998). A metodologia de extração de DNA utilizada foi a
descrita por Bravo et al. (1998). As reações foram realizadas
utilizando-se oligonucleotídeos específicos para a detecção dos
genes cry1 e cry3 (Ceron et al., 1995) e cry2, cry8, cry9 e cyt (Bravo
et al., 1998). As condições das reações foram descritas pelos
mesmos autores. Analisou-se 20 ml de cada produto obtido em gel
de agarose 0,8% corados com brometo de etídio e visualizado em
luz ultra-violeta. B. thuringiensis kurstaki, tóxico a lepidópteros foi
utilizado como controle positivo.

5- Avaliação da patogenicidade das estirpes: A patogenicidade
das estirpes foi avaliada em insetos das ordens Lepidoptera,
disponíveis na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

5.1- Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae): Uma
alíquota de 150 µl do cultivo final de cada uma das estirpes
crescidas em meio NYSM foi depositada sobre a superfície da dieta
artificial de A. gemmatalis previamente distribuída em copos
plásticos descartáveis de 50 ml. Em seguida 10 larvas de segundo
estágio foram adicionadas. Foram feitas 3 repetições e 3 copos
foram deixados sem a suspensão bacteriana, como testemunha. Dois
e cinco dias após o início do ensaio a mortalidade foi avaliada (Silva-
Werneck & Monnerat, 2001).

5.2 – Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae): O
procedimento foi semelhante ao descrito para A. gemmatalis, mas
as larvas foram individualidas devido ao seu hábito canibal. Dois e
cinco dias após o início do ensaio a mortalidade foi avaliada (Silva-
Werneck & Monnerat, 2001).

6- Verificação do efeito de folhas de algodão coletadas no
campo sobre larvas de S. frugiperda: Quatro folhas de quatro
plantas de algodão foram coletadas, lavadas superficialmente e
dadas como alimento para 5 larvas de segundo instar de S.
frugiperda. As lagartas foram acompanhadas durante 5 dias, quando
foram maceradas, submetidas a choque térmico e plaqueadas para
verificação da presença do B. thuringiensis.

Resultados e Discussão

Foram isoladas quinze estirpes de B. thuringiensis das plantas de
algodão e uma estirpe do solo. Dentre as estirpes isoladas da planta,
seis mataram larvas de A. gemmatalis e S. frugiperda (Tabela 1). É
importante salientar que as estirpes foram isoladas de todas as
partes da planta. A estirpe isolada do solo também se mostrou
tóxica aos dois lepidópteros testados.

As proteínas encontradas nas estirpes tóxicas apresentaram
tamanho compatível com as toxinas efetivas a lepidópteros (130
kDa.) e a análise molecular confirmou a presença dos genes do
grupo cry1, codificadores das toxinas ativas a lepidópteros (Figura
1). Não foi detectada a presença de nenhum outro gene descrito de
B. thuringiensis.

As larvas de S. frugiperda colocadas sobre folhas de algodão
provenientes da mesma plantação tiveram seu desenvolvimento
alterado e morreram cinco dias após o início do ensaio. Foi
detectada a presença de B. thuringiensis nas larvas após
maceramento e isolamento (Tabela 1). A estirpe encontrada também
apresentou a proteína de 130 kDa e genes cry1 (Figura 1). Nas
lagartas utilizadas como controle, oriundas da criação de laboratório,
não foi detectada a presença de B. thuringiensis.

Os dados apresentados neste experimento não nos permitem
afirmar que o B. thuringiensis tenha sido a causa da não ocorrência
de lagartas no campo experimental. Entretanto, diversas estirpes
foram isoladas do interior das plantas e do solo próximo às raízes,
inclusive estirpes tóxicas a lepidópteros, mostrando que este
microrganismo estava presente no solo e no algodão. Estava
presente também nas larvas de S. frugiperda que ingeriram o
algodão, e ausentes nas larvas alimentadas em dieta artificial,
indicando ter sido a causa da morte das mesmas. Não se pode
afirmar que esta bactéria tenha sido a causa da morte, pois poderiam
haver outros fatores intrínsecos da cultura que tenham causado esta
mortalidade. Por outro lado, sabe-se que o B. thuringiensis tem a
capacidade de viver em diferentes habitats e que as plantas, de
forma geral, absorvem, entre outras coisas, microrganismos do solo.
É provável que a planta tenha absorvido o B. thuringiensis do solo e
que este tenha proliferado em seu interior, protegendo-a contra
insetos. Baseado nesses experimentos preliminares sugerimos a
possibilidade de uma nova forma de utilização de B. thuringiensis
no controle de insetos. Estudos futuros serão realizados para
averiguar se o B. thuringiensis poderia ser utilizado como inoculante



3Isolamento e caracterização de estirpes de Bacillus thuringiensis endofiticas de algodão

 

   M   1    2     3     4     5    6    7    8     9   10   11  12   13   14  15   16   17 

cry 1Aa, cry1Ab, cry1Ac e cry1B 

Kda

130

63,5

Tabela 1: Código, origem e patogenicidade das estirpes de B. thuringiensis isoladas da planta do algodão, do solo próximo às raízes e do
inseto que se alimentou da planta.

ou aplicado diretamente nas raízes da planta. Este é o primeiro
trabalho que relata o isolamento de B. thuringiensis a partir de
tecidos de plantas.

Figura 1: Perfil de proteínas e genes presentes nas estirpes de
Bacillus thuringiensis isoladas da planta de algodão (M: marcador de
peso molecular; 1: S1974, 2: S1975, 3: S1976, 4: S1977, 5: S1978,
6: S1979, 7: S 1980, 8:S1981, 9: S1982, 10: S1983, 11: S1984, 12:
S1985, 13: S1986, 14: S1987, 15: S1988, 16: S1989 e 17: S1990

Patogenicidade Isolado N° do 
Banco 

Origem 
Spodoptera frugiperda Anticarsia gemmatalis 

 
1 S 1974 raiz 100 % 100 % 
2 S 1975 raiz - - 
3 S 1976 raiz - - 
4 S 1977 raiz - - 
5 S 1978 raiz - - 
6 S 1979 raiz 100 % 100 % 
7 S 1980 raiz - - 
8 S 1981 raiz - - 
9 S 1982 raiz - - 

10 S 1983 caule 100 % 100 % 
11 S 1984 haste - - 
12 S 1985 haste 100 % 100 % 
13 S 1986 maçã 100 % 100 % 
14 S 1987 folha 100 % 100 % 
15 S 1988 folha - - 
16 S 1989 solo 100 % 100 % 
17 S 1990 Spodoptera 

frugiperda 
100 % 100 % 
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