&ngs[éircolg!t;glr?:?mm,PetuéraeAbastetimemn B O I et i m d e P eS q u i S a.

e Desenvolivimento issniss. 1340

Junho, 2005

PROSPECCAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis
EFETIVAS PARA O CONTROLE DE Anticarsia gemmatalis
(Screening of Bacillus thuringiensis strains toxic against

Anticarsia gemmatalis)



Republica Federativa do Brasil
Luiz In&cio Lula da Silva
Presidente

Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
Roberto Rodrigues
Ministro

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Conselho de Administracéo

Luis Carlos Guedes Pinto
Presidente

Silvio Crestana
Vice-Presidente

Alexandre Kalil Pires
Ernesto Paterniani

Helio Tollini

Marcelo Barbosa Saintive
Membros

Diretoria-Executiva da Embrapa
Silvio Crestana

Diretores Executivos

José Geraldo Eugénio de Franca
Kepler Euclides Filho

Tatiana Deane de Abreu Sa

Embrapa Recursos Genéticos e Bioteconologia

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-Geral

Mauricio Antbnio Lopes
Chefe-Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento

Maria Isabel de Oliveira Penteado
Chefe-Adjunto de Comunicacao e Negocios

Maria do Roséario de Moraes
Chefe-Adjunto de Administracéo



ISSN 1676 - 1340
Junho, 2005

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

PROSPECCAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis
EFETIVAS PARA O CONTROLE DE Anticarsia gemmatalis
(Screening of Bacillus thuringiensis strains toxic against

Anticarsia gemmatalis)

A. C. Batista
V. M. Melatti
C. Demo
E.S. Martins
L. B. Praca
A. C. M. M. Gomes
R. Falcao
C. S. Brod
R. G. Monnerat

BRASILIA, DF
2005



Exemplares desta edicdo podem ser adquiridos na

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Servigo de Atendimento ao Cidad&o

Parque Estacao Biologica, Av. W/5 Norte (Final) —

Brasilia, DF CEP 70770-900 — Caixa Postal 02372 PABX: (61) 448-4600 Fax: (61)
340-3624

http://www.cenargen.embrapa.br

e.mail:sac@cenargen.embrapa.br

Comité de Publicacdes

Presidente: Maria Isabel de Oliveira Penteado
Secretério-Executivo: Maria da Graca Simdes Pires Negrédo
Membros: Arthur da Silva Mariante

Maria Alice Bianchi

Maria de Fatima Batista

Mauricio Machain Franco

Regina Maria Dechechi Carneiro

Sueli Correa Marques de Mello

Vera Tavares de Campos Carneiro
Supervisor editorial: Maria da Graca S. P. Negréo
Normalizac&o Bibliogréfica: Maria Alice Bianchi e Maria lara Pereira Machado
Editoracao eletronica: Maria da Graca S. P. Negrdo

12 edicao
12 impressao (2004): 150 unidades

Prospeccao de estirpes de Bacillus thuringiensis efetivas para o controle de
Anticarsia gemmatalis = Screening of Bacillus thuringiensis strains toxic
against Anticarsia gemmatalis / A. C. Batista ... [et al.]. — Brasilia, DF :
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2005.

p. -- (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia, ISSN 1676-1340 ; n. 82)

1. Bacillus thuringiensis — Anticarsia gemmatalis - Controle
biolégico. I. Batista, A. Il. Série.

632.96 - CDD 21


http://www.cenargen.embrapa.br/

SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt s ettt n s ene e 6
ABSTRACT ..ottt st en s st s ettt en st anneas 7
INTRODUGAO ...ttt sa sttt 8
MATERIAL E METODOS .....ooieieceeeee ettt enes s ssnes s ssn st nensensnanans 9
RESULTADOS ..ottt eeeese sttt ss s sttt nesnsansasanes 12
DI O10 577X P 16
CONCLUSOES ..o oottt s sttt 17
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt etes e 17



PROSPECCAO DE ESTIRPES DE Bacillus
thuringiensis EFETIVAS PARA O CONTROLE
DE Anticarsia gemmatalis (Screening of
Bacillus thuringiensis strains toxic against
Anticarsia gemmatalis)

A. C. Batista®

V. M. Melatti?

C. Demo?

E.S. Martins 3

L.B. Praca*

A.C. M. M. Gomes >
R. Falcdo®
C.S.Brod®

R. G. Monnerat ’

RESUMO

Anticarsia gemmatalis é considerada a principal praga da soja, pois causa
grandes danos a lavoura, que vao desde o desfolhamento até a destruicao
completa da planta. A utilizacdo de agentes de controle biolégico para reduzir
populacbes deste inseto € uma alternativa viavel. Produtos a base de Bacillus
thuringiensis sdo utilizados no controle de lagartas ha mais de vinte anos. A
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui um banco onde estdo
armazenadas diversas estirpes desta bactéria. Este trabalho teve como objetivo a
selecdo e caracterizagdo de estirpes toxicas a A. gemmatalis. Foram utilizadas
1375 estirpes de B. thuringiensis. Dentre estas, trés S550, S845 e S1905

apresentaram alta toxicidade contra A. gemmatalis, sendo a estirpe S845 a mais
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eficaz. Essas trés estirpes poderdo ser utilizadas como base para a producéo de

bioinseticidas para o controle de larvas de A. gemmatalis.

ABSTRACT

Anticarsia gemmatalis represents the most important pest of soybean in
Brazil. It causes several damages to soybean crops by feeding plant leaves. In
some cases it could destroy the plant totally. Biological agents to control this pest
have been used to reduce insect population. Bt products have been used to inhibit
lepidopteran attack for a long time. One of the alternatives for its control is the
utilization of Bacillus thuringiensis (Bt), an entomopathogenic bacterium
characterized by the production of the crystal proteins. Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology has a collection of Bacillus strains in which different
strains of Bt are stored. The aim of this work was to select B. thuringiensis strains
toxic to A. gemmatalis. After biossays with 1375 strains, three, S550, S845 and
S1905, were selected as presenting high level of toxicity. The S845 was the most
efficient. These strains could be used in bioinsecticides production to control A.

gemmatalis larvae.



INTRODUCAO

A cultura da soja abriga um namero elevado de espécies de insetos. Alguns
causam sérios prejuizos a cultura e sao considerados como pragas principais,
como Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). Esta lagarta é encontrada
em todos os locais de producgdo de soja, causando grandes danos a lavoura, que
vao desde o desfolhamento até a destruicdo completa da planta (MOSCARDI e
SOUZA, 2002).

A lagarta da soja € um inseto mastigador e se alimenta de folhas jovens.
Quando a folhagem € removida, ataca outras partes da planta. O desfolhamento
compromete o enchimento das vagens, com consequente reducéo da producédo de
grdos. Quando se alimentam, além de remover nutrientes, as lagartas injetam
toxinas nas plantas (SILVA et al., 2002). Esta lagarta também causa prejuizos em
outras culturas, como alfafa, amendoim, arroz, ervilha, feijao, feijjao-vagem e trigo,
atacando durante a fase vegetativa e, em alguns casos, no periodo da floracédo
(PRATISSOLI, 2002).

O uso de produtos de amplo espectro, ou seja, ndo seletivos, além de
destruir os inimigos naturais, pode selecionar o aparecimento de populacdes
resistentes desta praga, exigindo uso de produtos mais fortes ou em doses
elevadas. A utilizacdo de agentes de controle bioldégico é uma alternativa viavel.
Produtos a base de Bacillus thuringiensis séo utilizados no controle de lagartas ha
mais de vinte anos. B. thuringiensis € uma bactéria Gram positiva, da familia
Bacillaceae, que produz inclusdes protéicas cristalinas no momento de sua
esporulacdo. Estas proteinas sdo chamadas de delta-endotoxinas e séo
produzidas sob a forma de protoxinas, as quais sao transformadas em peptideos
toxicos no intestino do inseto pela acdo do pH alcalino intestinal e pela acédo de
proteases. A toxina ativada causa a lise das células epiteliais e a morte das larvas
(ARONSON et al., 1986).

No mundo inteiro, diversas estirpes de B. thuringiensis tém sido isoladas.
Estima-se que existam 50.000 estirpes conhecidas, entre estas, algumas sao



eficazes contra Nematdides (EDWARDS et al., 1988), Trematdides, Protozoarios,
Hymenopteros, Homopteros, Orthopteros e Acaros (FEILTELSON, 1994).

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem realizado diversos
testes com o intuito de encontrar e caracterizar estirpes com maior toxicidade, que
produzam toxinas diferentes das ja existentes e que possam ser utilizadas na
producédo de bioinseticidas. Tendo em vista a importancia desta praga para a
agricultura brasileira, este trabalho teve como objetivo a selecdo e caracterizacao

de estirpes toxicas a A. gemmatalis.

MATERIAL E METODOS

Origem das estirpes: Foram utilizadas 1375 estirpes de B. thuringiensis
pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogénicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Estas estirpes foram isoladas a
partir de amostras de solo e agua (MONNERAT et al., 2001).

Caracterizacdo morfologica: As estirpes foram cultivadas em meio NYSM
(YOUSTEN, 1984), em incubador rotativo a 200rpm, 28°C, durante 48 as 72h (até
completa esporulacdo). Em seguida foram observadas em microscépio de

contraste de fases a fresco, para observacao da forma dos esporos e dos cristais.

Caracterizacdo entomopatogénica: Todas as estirpes foram testadas contra

larvas de A. gemmatalis.

As larvas de A. gemmatalis foram obtidas da criacdo massal estabelecida
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia desde 1989 (SCHMIDT et al.,
2001). As lagartas foram criadas em dieta artificial, em insetério regulado a
temperatura de 28°C * 2, umidade relativa de 70% * 5 e fotoperiodo de 14/10
horas. Os adultos depositavam os ovos em papel de filtro, que eram esterilizados
e colocados em dieta artificial. ApGs a ecloséo, as larvas se alimentavam da dieta
e apb6s completarem o ciclo larval, as pupas eram coletadas e colocadas em

gaiolas onde os adultos copulavam e ovipositavam no papel, reiniciando o ciclo.



Foram realizados dois tipos de bioensaios: o0 seletivo, onde foram
selecionadas as estirpes que causavam 100% de mortalidade, e o de dose, onde
se calculou a concentracdo letal necesséaria para matar 50% da populacdo
testada.

Os bioensaios seletivos foram realizados espalhando-se 150uL da cultura de
cada estirpe cultivada em meio NYSM (YOUSTEN, 1984), em incubador rotativo a
200rpm, 28°C, durante 48 a 72h (até completa esporulacdo) na dieta distribuida
previamente em copos descartaveis de 50mL. ApGs a absorcdo da cultura pela
dieta, dez larvas de segundo estagio foram colocadas em cada copo, e estes
foram fechados com tampas de acrilico e incubados nas mesmas condi¢des de
criacao do inseto. Foram feitas duas repeticbes e, dois copos foram deixados sem
a bactéria, como testemunha. A primeira leitura foi feita 48h apds o inicio do
ensaio, ocasido em que as lagartas foram passadas para novos copos de plastico
de 50mL, contendo dieta livre do bacilo. No quinto dia do ensaio foi feita a
segunda e ultima leitura (MONNERAT et al., 2001).

O bioensaio de dose foi realizado com as estirpes liofilizadas. Cada estirpe
foi cultivada por 72h em meio NYSM em incubador rotativo a 200 rpm e 28°C. O
material crescido foi centrifugado a 10.000 rpm por 30min, a 4°C, congelado por

16h e liofilizado por 18h. Apés liofilizacdo, prepararam-se diluicdes de acordo com
a tabela 1.

Tabela 1 — Tabela de diluicbes e concentragdo final para a realizacdo de
bioensaios contra lepidopteros.

Suspensao | (ul) Bactéria (mg) Agua (ul) Concentragéo (ug/ml)
1 1000 1000
Suspenséo Il (ul) Suspenséo | (ul) Agua (ul) Concentragéo (ug/ml)
571,4 428,6 571,4
Dose Suspenséo Il (ul) Agua (u) ng/cm?
1 200 800 2000
2 120 880 1200
3 72 928 720
4 43,2 956,8 432
5 25,9 974,1 259
6 15,5 984,5 155
7 9,3 990,7 93
8 5,6 994,4 56
9 3,4 996,6 34
10 2,0 998,0 20
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ApOGs preparo das diluicbes, espalharam-se 35uL das mesmas na dieta
distribuida previamente em placas de cultivo de células. Apds absorcdo das
diluicdes pela dieta, uma larva de segundo estagio foi colocada em cada poco, e
as placas foram fechadas com tampa de acrilico e incubadas nas mesmas
condi¢cbes da criagcdo de insetos. Foi feita uma placa para cada diluicdo e uma

outra foi deixada como testemunha.

A primeira avaliacdo da mortalidade foi feita 48h ap0s o inicio do ensaio,
ocasido em que as lagartas foram passadas para copos de plastico de 50mL,
contendo dieta livre do bacilo. No quinto dia do ensaio foi feita a segunda e Ultima
leitura. Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits
(FINNEY, 1971, 1971) e a concentracéo letal foi determinada.

Caracterizacdo molecular: As estirpes selecionadas por meio de bioensaios
seletivos foram caracterizadas quanto a presenca de genes codificadores de
proteinas Cry ativas contra lepidopteros. Para isso, foram realizados testes de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) utilizando oligonucleotideos especificos

para os genes cryl, cry2 e cry9.

O par de oligonucleotideos gral-cryl (BRAVO et al., 1998) foi utilizado para
a identificacdo de genes cryl (geral). Para os genes crylAa, crylAb, crylAc,
crylAd, crylB, crylC e crylD foram utilizados os pares de oligonucleotideos
especificos, respectivamente denominados CJ1/CJ2, CJ2/CJ3, CJ4/CJ5, CJ6/CJ7,
CJ8/CJ9, CJ10/CJ11 e CJ12/CJ13 (Ceron et al., 1994). Os genes crylE, crylF e
crylG foram identificados por meio dos pares de oligonucleotideos especificos
CJ14/CJ15, CJ16/CJ17 e CJ18/CJ19 (Ceron et al., 1995). A deteccao de genes
cry2 foi realizada a partir de oligonucleotideos gral-cry2 (Ibarra et al., 2003) e para
identificacdo de genes do grupo cry9 foram utilizados os pares de

oligonucleotideos spe-cry9A, spe-cry9B e spe-cry9C (Bravo et al., 1998).

A extracdo de DNA foi realizada a partir da adaptacao do protocolo descrito
por Sambrook et al. (1989). As reacbes de PCR foram realizadas em tubos de

polipropileno 0,2 mL em um termociclador MJ Research, Inc. (PTC-100™). Foram

11



transferidos 2uL de DNA de cada amostra para um tubo de polipropileno contendo
12,5uM de cada oligonucleotideo, 100mM de dNTP mix, tampé&o de Taq 10x e
2,5U de Taq DNA polimerase (5,0U) em um volume total de 40uL. Os resultados
das reagbes de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%. A estirpe B.
thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) foi utilizada como padréao.

Caracterizacdo de proteinas através de SDS-PAGE: A caracterizagdo
bioquimica das estirpes efetivas foi realizada por meio de eletroforese de
proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%). As proteinas foram obtidas
segundo protocolo descrito por Lecadet et al. (1991), a partir de material crescido

em meio NYSM em incubador rotativo por 72h a 200rpm e 28°C.

Caracterizacdo ultra-estrutural: A caracterizacdo ultra-estrutural foi realizada
através de microscopia eletrbnica de varredura. Para isso as suspensdes de
cristais das estirpes mais eficazes foram liofilizadas, depositadas em suportes
metalicos, cobertos com ouro por 180 segundos, utilizando metalizador EMITECH

modelo K550 e foram observadas em microscoépio eletrbnico de varredura.
RESULTADOS

Caracterizacdo morfolégica: Todas as estirpes analisadas apresentaram
morfologia correspondente a B. thuringiensis, contendo esporos e cristais de

formas variaveis.

Caracterizacdo entomopatogénica: Das 1375 estirpes testadas, 25 causaram
100% de mortalidade em bioensaios seletivos e foram selecionadas para o
bioensaio de dose (Tabela 2). As estirpes S550, S845 e S1905 foram as mais
toxicas contra A. gemmatalis. A estirpe S845 apresentou o menor valor de CLsg

entre todas as estirpes analisadas.
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Tabela 2. Resultados dos bioensaios de dose contra A. gemmatalis.

Estirpes CL 50 (ng/cm?)

Intervalo de

confianca(ng/cm?)

S0093
S0112
S0166
S0234
S0392
S0550
S0711
S0764
S0811
S0844
S0845
S0906
S0907
S0908
S0997
S1269
S1537
S1538
S1540
S1548
S1549
S1551
S1876
S1905
S2003
Btk

685,37
83,56
2,94
17,22
1363,44
0,59
5,41
5,43
53,12
1936,20
0,02
96,71
2880,51
4378,66
21,49
6,80
119,15
41,74
42,18
339,13
1098,40
2331,09
8546,35
0,33
61,39
13,73

435,79-1344,41
45,99-232,01
1,44-4,29
7,74-42,16
703,00-7166,04
0,40-0,81
0,12-12,38
2,83-8,73
30,99-74,52
1029,55-12942,05
0,01-0,03
46,61-147,35
918,13-1519162,58
1167,85-1969847,56
13,06-39,39
3,65-20,04
85,28-261,73
1,29-94,57
11,19-82,58
221,92-584,03
615,83-3026,98
1078,10-13567,31
1625,88-139838300,75
0,09 -0,70
27,02-112,35
9,09-20,09
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Caracterizacao protéica e molecular:

As estirpes toxicas S550, S1905 apresentaram perfil protéico de 130 e 65
kDa, semelhante a estirpe padréo, B. thuringiensis subps. kurstaki HD-1 (Figura

1), sendo que a estirpe S845 apresentou perfil protéico de 130 e 14 kDa.

1 2 3 4 S)

= —

KDa

225
150

100
75

50

35 ..

25 .. ‘
.

Figura 1: Gel de SDS - PAGE 10% das estirpes estudadas. 1- Marcador de peso
molecular, 2- Btk, 3- S550, 4- S845, 5-S1905.

A caracterizacdo molecular destas estirpes mostrou a presenca dos grupos
de genes cryl e cry2, naturalmente esperados em estirpes efetivas contra
lepidépteros (Tabela 3). Na estirpe S845, que apresentou maior toxicidade, foi
constatada a presenca dos genes crylAa, crylB e cry2. A estirpe S550
apresentou genes crylAb e cry2 e a estirpe s1905 apresentou genes crylAa,

crylAb, crylAc, crylB e cry2 presentes no padréo B. thuringiensis subps. kurstaki.
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Tabela 3. Caracterizacdo molecular das estirpes com maior efetividade contra A.

gemmatalis.
Estirpes Caracterizacdo molecular
S550 crylAb e cry2
S845 crylAa, crylB e cry2
S1905 crylAa, crylAb, crylAc, crylB e cry2
Btk CrylAa, crylAb, crylAc, crylB e cry2

Caracterizagcdo ultra-estrutural: Os resultados da microscopia eletronica de
varredura mostraram que as estirpes S550, S845 e S1905 possuem cristais
bipiramidais, cubdides e esféricos, semelhantes aos observados na estirpe padrao

B. thuringiensis subsp. kurstaki (Figura 2).

15KU
CENARGEN

Figura 2: Micrografia eletrdnica de varredura da mistura esporos-cristais das
estirpes de Bacillus thuringiensis S550 (a), S845 (b), S1905 (c) e B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 (d). ce: cristal esférico; cb: cristal bipiramidal; cc: cristal
cuboide, ep: esporo.
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DISCUSSAO

As estirpes S845, S550 e S1905 apresentaram alta toxicidade a A.
gemmatalis, sendo S845 a mais eficaz, apresentando menor valor de CLsp, sendo
superior estatisticamente a todas as outras estirpes analisadas, inclusive, superior
ao padrao B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1. Estes resultados de
superioridade ou semelhanca de estirpes contra lepidopteros em relacdo ao
padrdo, ja haviam sido relatados por De-Souza et al. (1999).

A analise da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da mistura
de esporos e cristais das estirpes S550 e S1905 apresentou dois polipeptidios
principais de aproximadamente 130 e 65 kDa semelhantes entre si e que
correspondem ao perfil do padrdo B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1
(LERECLUS et al., 1993). E importante observar que o perfil de 130 kDa é
considerado padrdo caracteristico de estirpes ativas contra lepidépteros e
coleopteros e o perfil de 65 kDa é caracteristico de estirpes ativas contra
lepidopteros e dipteros. A estirpe S845 apresentou dois polipeptidios de 130 e 14
kDa, este ultimo esta relacionado com as proteinas do grupo Cry34, que
apresentam atividade contra insetos da Ordem Coleoptera (CRICKMORE et al.,
2002).

As estirpes apresentaram, em comum, genes que pertencem ao grupo cryl,
demonstrando mais uma vez que é frequente a aparicdo de genes cryl nas
colecdes de B. thuringiensis estudadas e genes cry2 que indica atividade toxica a
insetos da ordem Lepidoptera (BRAVO et al., 1998).

As amostras de cristais purificados em gradiente de sacarose das estirpes
S550, S845, S1905 e B. thuringiensis subsp. kurstaki mostraram, através da
microscopia eletrébnica de varredura que as mesmas possuem cristais
bipiramidais, cubdides e esféricos. Estas formas vistas através de exames
microscopicos podem fornecer indicacdes sobre atividade inseticida dos cristais de
uma estirpe (LERECLUS et al., 1993).

Cristais bipiramidais podem estar associados as proteinas do tipo Cryl, que
apresentam atividade contra insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera e 0s

cristais cubdides podem estar associados com as proteinas do tipo Cry2 que
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apresentam atividade contra insetos da ordem Lepidoptera e Diptera. As estirpes
estudadas apresentaram os mesmos cristais que a estirpe B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1 utilizada como padréo, confirmando o observado por Hofte et al.
(1989).

CONCLUSOES

Das 1375 estirpes de B. thuringiensis armazenadas no Banco de
Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 5 estirpes foram
selecionadas e caracterizadas, sendo que destas 3 estirpes seréo utilizadas como
base em estudos para a producéo de bioinseticidas para o controle de larvas de A.

gemmatalis.
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