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Resumo

Plutella xylostella é a principal praga das Bréssicas devido ao seu ciclo muito
curto podendo ocorrer até mais de cinco geragcdes por ano e principalmente pelos
sérios danos econdémicos causados a cultura. Dentre os agentes de controle
microbiano de grande importancia destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis.
Produtos a base desta bactéria representam cerca de 90% do mercado de
bioinseticidas. O objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar as estirpes
de B. thuringiensis, pertencentes ao “Banco de germoplasma de Bacillus spp.,”
mais téxicas a P. xylostella. Observou-se que das 203 estirpes testadas, sete
apresentaram alta toxicidade em relacao ao padrao utilizado, B. thuringiensis
subsp. kurstaki (HD-1) com mortalidade de 100%. Essas estirpes selecionadas
apresentaram caracteristicas semelhantes as dos padroes descritos para
lepidépteros devido a composicado de proteinas de 130 e 65 kDa e presenca de
genes cryl e cry2.
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Selecao de Estirpes de Bacillus thuringiensis Toxicas a Tracga- das -Cruciferas

Selection of strains of the
Bacillus thuringiensis against
the Diamondback Moth

(Plutella xylostella)

Abstract

Plutella xylostella is the main pert of Brassicae due to its short cycle, which
allows it to occur more than five generations a year and especially due to the
serious economical damage caused on the culture. Among the microbial control
agents the Bacillus thuringiensis bacteria stands out of others. Products based
on this bacteria represent about 90% of the bioinsecticide market. The aim of
this work was to select, characterize and field tests the most toxic B.
thuringiensis strains from the germoplasm bank of Bacillus spp against P.
xylostella. It was observed that seven out of the 203 strains tested showed high
toxicity compared to the standard used, B. thurigiensis subsp. Kurstaki (HD-1)
which showed 100% mortality. The selected strains showed features described
for lepidoptera regarding the protein profile (130 and 65 kDa) and features
obtained through the PCR reactions, being possible to identify the presence of
the cry1 and cry2 genes.
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Introducao

Dentre as vdarias pragas que atacam a cultura de brassicas, Plutella xylostella (L.)

(Lepidoptera: Plutellidae), conhecida como traca das cruciferas destaca-se como a
de maior importancia, e isso se deve aos sérios danos causados por esse inseto

a cultura, depreciando o produto, podendo ocasionar perda total nos campos de

producéo.

Esses danos sdo causados devido a alimentacao larval da traca que perfura e
danifica as folhas reduzindo a area foliar e impedindo um bom desenvolvimento
da planta (CASTELO BRANCO et al. 1999, FILGUEIRA 1987).

Segundo MONNERAT (1995), diversos inseticidas tém sido utilizados intensiva-
mente durante o ciclo da cultura, e em algumas areas ja foram detectadas até 16
aplicacdes por cultivo. Além dos problemas gerados a satde do agricultor e ao
meio ambiente, o uso excessivo desses produtos, tem proporcionado o apareci-
mento de populacdes resistentes dessa praga a diversos compostos quimicos,
como é o caso de inseticidas piretroides e fosforados observado por CASTELO
BRANCO & GATEHOUSE, (1997); VASQUEZ, (1995).

Diante dessa realidade o controle microbiano destaca-se como uma alternativa
importante no controle de pragas da agricultura. Um agente entomopatogénico
que tem sido muito estudado e utilizado é a bactéria Bacillus thuringiensis.Trata-
se de uma bactéria de solo, podendo ser encontrada também em insetos mortos,
na 4gua e em algumas plantas. Produtos a base desta bactéria ja sdo
comercializados ha mais de cinqlienta anos

Esse bacilo produz um cristal protéico durante o processo de esporulacao, que é
composto por uma ou mais proteinas. Ao serem ingeridas essas proteinas se
solubilizam em meio alcalino no intestino do inseto e sdo em seguida ativadas
através da acdo de proteases (HABIB & ANDRADE, 1998).

O uso dessa bactéria tem sido muito eficiente e cada vez mais empregado para o
controle de diversas ordens de insetos principalmente para os lepidépteros.

Assim, neste trabalho, procedeu-se uma avaliacdo da toxicicidade, selecdo e
caracterizacao de estirpes de Bacillus thuringiensis pertencentes ao Banco de
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Germoplasma de Bacillus, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
contra P. xylostella.

Material e Métodos

1. Criacao Massal da traca: As larvas utilizadas nos bioensaios foram provenien-
tes da criacdo massal da traca-das-cruciferas mantida em condi¢cdes controladas
de temperatura, umidade e fotoperiodo no laboratério de criacdo de insetos no
prédio de Controle Biolégico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

2. Caracterizacdo morfolégica: As estirpes foram crescidas em Caldo Nutritivo
em incubador rotativo por 48 horas a 200 rpm. Logo em seguida, foi realizada a
observacao e microscopia éptica em contraste de fases para a visualizacao de
esporos, cristais e células vegetativas.

3. Bioensaio Seletivo: Foram avaliadas 203 estirpes pertencentes ao “Banco de
Bacillus entomopatogénicos” da Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Folhas de plantulas de repolho foram imersas durante 10 minutos em uma
solucdo com cada bacilo crescido em caldo nutritivo durante 48 horas diluido a
10%, foi adicionado também espalhante adesivo Extravon (30mL/100 L de
agua) (Fig. 1). Em seguida estas foram colocadas para secar verticalmente
usando um suporte apropriado e em temperatura ambiente (Fig. 2). Apés a
secagem completa aproximadamente por uma hora, cada folha foi colocada em
uma placa de Petri (Fig. 4) com dez lagartas de terceiro instar (Fig. 3), sendo
duas repeticdes para cada estirpe, um controle negativo sem a adi¢ao do bacilo e
uma estirpe padrao Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1).

Para a avaliacdo da mortalidade das larvas, foram realizadas duas leituras, uma
no segundo dia com a troca da folha sem adicéo de bacilo e outra no quinto dia
do bioensaio.

4. Caracterizacdo Bioquimica e Molecular: As estirpes selecionadas através do
bioensaio seletivo foram submetidas a caracterizacao bioquimica através de SDS-
PAGE (Dodecil Sulfato de Sédio) e caracterizacdo molecular por PCR (SILVA-
WERNECK et al., 2001) para constatar a presenca e/ou homologia da proteina e
do gene que codifica para proteinas eficazes contra lepidépteros.
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Fig.1. Imersdo das folhas na solucdo Fig.2. Secagem das folhas

Fig.3. Larva de terceiro instar Fig.4. Placas de Petri com as folhas

inoculadas

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

4.1.1 Extracdao do complexo esporo-cristal: As estirpes bacterianas foram
cultivadas 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). Dessa cultura bacteriana foram transferidas 1.5 mL para tubos tipo
Eppendorf de 2 mL, previamente autoclavado, e centrifugadas a 12.800 x g, em
microcentrifuga Eppendorf, por 20 minutos. Os sobrenadantes foram descarta-
dos e os sedimentos lavados com 1.5 mL de NaCl 0.5 M por 20 minutos. 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 500m| de PMSF 1 mM e
armazenados a -20°C.
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4.1.2 Andlise das proteinas Cry de B.thuringiensis em gel de Poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE): O complexo esporo-cristal das estirpes foi analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (dodecil sulfato de sédio) a 10%
(SDS-PAGE), conforme procedimento descrito por LAEMMLI (1970) e
SCHAGGER E VON JAGOW (1987). Aliquotas de 20ul das preparacdes de
esporos-cristais foram diluidas em tampéao 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. Foram utilizados 8ul de marcador de proteina de alto e baixo peso
molecular (Range Rainbow). A eletroforese foi realizada em aparelho Hoefer
miniVE vertical eletroforesis system — Amersham Pharmacia, contendo tampao
de corrida 1X (Tris-base, glicina, SDS 10%), em voltagem constante de 150V,
por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Percorrido este tempo o gel foi
corado em solucdo de corante Comassie blue (40% metanol, 25% de Comassie
blue 250-R) por uma hora e descorado com solucdo contendo 40% de metanol
e 10% de acido acético em torno de duas horas até a visualizacdo dos perfis
protéicos das estirpes de Bacillus thuringiensis.

4.2 Identificacdo de genes cry por meio de PCR (Reacdo em cadeia de
polimerase)

4.2.1 Extracdo do DNA das estirpes: A extracdo do DNA total das estirpes
selecionadas foi realizada de acordo com a metodologia descrita por BRAVO et
al. (1998). As estirpes foram cultivadas em meio Agar nutritivo mantidas a 30
°C durante 16 horas. Em tubos tipo Eppendorf foi adicionado 100 ml de Agua
MilliQ estéril e uma alcada do cultivo com a bactéria, em seguida a amostra foi
homogeneizada em aparelho Vortex e mantida no freezer em temperatura —20
°C por uma hora e logo apés fervida por 10 minutos para lisar as células.
Findado esse periodo o material foi centrifugado a 12.800 x g por 30 segun-
dos, em microcentrifuga Eppendorf. O sobrenadante foi transferido para um
outro eppendorf e preparou-se entdao a PCR. Na preparacado do mix da PCR foi
utilizado 245 pl de 4gua estéril, 50ul tampao de PCR 10x, 20 pl de cada primer,
5 ul de Tag DNA polimerase e 10 pl de dNTP total para 10 reacbes. Para a
realizacdo da PCRs 15 ul do sobrenadante (de cada estirpe) foi transferido para
um novo tubo e adicionada 35 pl do Mix preparado anteriormente. Para a
identificacdo de genes cry7 nos isolados foram usados os pares de “primers”
gerais gral-cry1 (BRAVO et al., 1998), gral-cry2 para a identificacdo de genes
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cry2 e gral-cry9 para identificacdo do gene cry9. A amplificacao foi processada
em termociclador de DNA e as condicées das PCRs foram as seguintes: 94°C por
um minuto de desnaturacdo, 52°C por um minuto de anelamento, 72°C por um
minuto de extensdo e uma extensido extra de 72°C por cinco minutos num total
de 30 ciclos. A amplificacado foi processada em termociclador e as condi¢cbes das
PCRs com estes outros “primers” foram similares, exceto para gral-cry-9 onde a
temperatura de anelamento foi de 51°C.

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 dgua na
concentracao de Tmg/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).

Resultados e Discussao

Tendo em vista que P.xylostella é bastante susceptivel a B.thuringiensis foram
selecionadas s apenas aquelas estirpes que apresentaram mortalidade de 100%
para o procedimento de caracterizagao bioquimica e molecular das mesmas.

Sete das 203 estirpes avaliadas, apresentaram alta toxicidade para a traca em
relacdo ao padrao utilizado, Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1), com
mortalidade de 100% conforme demonstrado na Tabela 1.

Na determinacao do peso molecular das proteinas totais, foi observado que as
proteinas encontradas nas estirpes téxicas apresentaram tamanho compativel
com as toxinas ja descritas efetivas para lepidépteros de 130, 65 kDa

(Figura 5). Resultados estes que corraboram com os ja descritos por
MONNERAT & BRAVO, 2000; HERRERO, 2002) confirmando a acdo destas
proteinas para a traca-das-cruciferas.

11
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Tabela 1 . Procedéncia, perfil protéico e comparacao génica das estirpes de
Bacillus thuringiensis que causaram 100% de mortalidade em larvas de
P.xylosttella.

Estirpe Procedéncia Perfil Proteico (kDa) Genes

Fig.5. SDS-PAGE 10% do complexo
esporo-cristal das estirpes de B.
thuringiensis 1: Marcador Full Range
Rainbow Protein molecular weight;
2:HD-1, 3:S390, 4:S764, 5:S811,

- 6:S845, 7:5S1265, 8:5S1269, 9:S1905.

12 3 45 6 7 8 9

A andlise molecular com utilizacdo dos primers cry7 geral gerou produtos de
PCR com fragmento de tamanho esperado para todas as estirpes com excecao da
estirpe S390 (Figura 6), indicando a presenca dos genes cry7.
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O produto obtido da PCR onde utilizou-se o primer geral para cry2 confirmou a
presenca do gene, através do fragmento de 526 pb confirmando ainda sua
presenca no padrdo HD-1 (Figura 7). De acordo com o trabalho de CARDENAS
et al., 2001 a presenca desse gene nos isolados é importante, pois ele codifica
proteinas toxicas para lepidépteros e dipteros conforme ja observado também
por MONNERAT et al. (1999).

A PCR com os primers para a identificacdo de genes cry9 nao produziu fragmen-
tos de tamanho esperado indicando que as estirpes ndao possuem esse gene. A
nao identificacdo do gene cry9 nas estirpes avaliadas concorda com os resulta-
dos de BRAVO et al., (1998) que cita a pouca freqliéncia da presenca desse
gene nas estirpes apenas 2,50%, porém difere dos resultados obtidos por
PINTO & FIUZA, (2003) em que os autores verificaram a distribuicdo de genes
cry de estirpes isoladas de solos do Estado do Rio Grande do Sul obtendo uma
alta frequéncia de genes cry9 de 47,82%. Os autores sugerem que essas
diferencas podem estar associadas a fatores abiéticos, como caracteristicas
fisico-quimicas do solo dentre outros fatores que foram avaliados na pesquisa.

Fig.6. Produtos de PCR obtidos com
“primers” especificos para genes tipo cry7,
através da utilizacdo dos “primers” cry1
geral e DNA das estirpes 1: Marcador de
massa molecular, 100bp DNA Ladder
(Pharmacia), 2:Controle, 3:HD-1,
4:5764, 5:S811, 6:S845, 7:5S1265,
8:51269, 9:1905.

13
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Fig.7. Produtos de PCR obtidos com “primers” especificos para
genes tipo cry2, através da utilizacdo dos “primers” Cry2(d)/
Cry2(r) e DNA das estirpes 1-Marcador de massa molecular,
100bp DNA Ladder (Pharmacia), 2-Controle negativo, 3:HD-1,
4:5390, 5:S764, 6:S811,: 7:S845, 8:5S1265b, 9:51269,
10:1905.

Conclusao

Através das técnicas utilizadas de caracterizacédo de Bacillus thuringiensis, foi
possivel constatar o potencial inseticida das estirpes selecionadas a P.xylostella.
Estas bactérias poderao, ser utilizadas futuramente em programas
biotecnoldgicos, para a producéao de bioinseticidas, e devido a presenca de
genes diferentes poderao ser incluidas em estudos relacionados ao manejo de
resisténcia da praga a inseticidas ou mesmo na producdo de plantas genetica-
mente modificadas.
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