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RESUMO

O bicudo-do-algodoeiro é a principal praga da cotonicultura nacional. Uma
alternativa para o seu controle é o uso de Bacillus thuringiensis (Bt), uma
bactéria entomopatogénica caracterizada pela producao de cristais protéicos. A
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia dispée de um banco de Bacillus
spp. onde estao armazenadas diferentes estirpes de Bt. O objetivo deste trabalho
foi selecionar estirpes de B. thuringiensis, patogénicas ao bicudo. A partir de
ensaios realizados com 215 estirpes foram selecionadas 05 que apresentaram
melhores resultados de patogenicidade. As estirpes mais téxicas foram a S601 e
a S1806. A primeira apresentou metade do valor de CL50 da estirpe padrao, B.
thuringiensis tenebrionis e a segunda, valor de CL50 semelhante ao padrdo. A
estirpe S601 apresentou perfil génico de cry7Ad e cry1B e S1806 cry4A, cry4B,
cry10, cry11, cytl e cyt2, semelhante ao B. thuringiensis israelensis.
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STUDY FROM ACTIVITY AND CARACTERIZATION
BIOCHEMICAL AND MOLECULAR OF STRAINS OF
Bacillus thuringiensis TOXICS AT THE BOLWEEVIL

(Anthonomus grandis Boheman, 1983)).

ABSTRACT

The cotton boll weevil is the major pest of cotton. One of the alternatives for its
control is the utilization of Bacillus thuringiensis (Bt), an entomopathogenic
bacterium characterized by the production of 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 to select B. thuringiensis
strains toxic to boll weevil. After bioassays with 215 strains, 5 were selected as
presenting good levels of toxicity. The most toxic strains were S601 and S1806.
Compared to the standard B. thuringiensis tenebrionis, S601 presented an LC50
that was half of Bt tenebrionis and S1806 similar values of LC50. S601 encoded
cry1Ad and cry7B and S1806 cry4A, cry4B, cry10, cry11, cytl e cyt2, like B.

thuringiensis israelensis.



INTRODUCAO

O algodao (figura 1) é uma das plantas de maior interesse econémico
cultivada em nivel mundial. Na década de 90, essa planta superava o preco de
outros produtos também importantes como a soja, milho e trigo (PONCHIO,
2001). Na induastria téxtil, a fibra do algoddao é reconhecida como a mais

importante e de maior valor de mercado.

O Brasil ja foi um dos maiores produtores mundiais de fibras de algodao.
Até o inicio da década de 80, o pais produzia uma quantidade de plumas
superiores ao consumo interno. Devido a uma série de problemas de natureza
agrondémica e de mercado, a producao interna comecou a cair gradativamente a
partir de 1986, levando a um desequilibrio na balanca comercial desse produto

no pais (SANTOS, 2003).

Entre os principais fatores de ordem agricola que contribuiram para o
decréscimo dessa cultura no Brasil, destaca-se o estabelecimento do bicudo do
algodoeiro (figura 2), considerado a principal praga das Américas (BUSOLI et al.,
1994; GALLO et al., 2002). O bicudo do algodoeiro foi introduzido no Brasil no
inicio da década de 80. Logo apdés seu estabelecimento, favorecido pelas
condicOes do clima tropical, a lavoura algodoeira gerou prejuizos crescentes nao
sO para os agricultores, mas também para todos os segmentos da cadeia

produtiva dependente dessa fibra e de seus produtos.

Figura 1-Algodao. Fontewww.ccpm.pt/
boletim_71.htm



Figura 2- Inseto adulto do bicudo do algodoeiro. Fonte: www.viarural.com.ar/.../
Insectos/picudo01.htm

Anthonomus grandis é um inseto da ordem Coleoptera, familia
Curculionidae, mede normalmente de quatro a nove milimetros de comprimento e
sete milimetros de envergadura, de coloracdao castanho-ferruginosa quando
jovem e cinza quando se torna mais velho. A variacao do tamanho do bicudo é
influenciada por uma série de fatores, destacando-se entre eles, a quantidade de

alimento no estagio larval (PRACA et al., 2003).

Varias formas de controle vém sendo pesquisadas e utilizadas com o
intuito de minimizar os efeitos danosos da perda de producao. Entre as mais
utilizadas, cita-se o uso de defensivos guimicos, que embora oneroso e de
grande impacto ao meio ambiente, tem apresentado maior eficacia no controle
do bicudo (MARTIN et al., 1987; WOLFENBERGER et al., 1997). Outros
métodos de controle sdao o uso de feromoénios e plantio-isca (GALLO et al.,
2002), uso de variedades precoces de rapida frutificacdo e maturacao, catacao e
destruicao dos botdes florais (SILVIE et al., 2001), controle biolégico (SILVA e
RAMALHO, 2001) e manejo integrado (CARVALHO et al., 2001).

Nos dultimos 20 anos, grupos de pesquisas em todo o mundo vém
tentando conseguir por meio de melhoramento tradicional, cultivares de algodao
resistentes ao bicudo, porém os resultados obtidos nao sao significativos. Uma
nova perspectiva tem surgido com a possibilidade de obtencdao de um algodao
transgénico, contendo gene ou genes de resisténcia ao bicudo. Uma das

principais vantagens do algodao transgénico é a reducao de insumos quimicos
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para o estabelecimento da lavoura. A adocao de algodao Bt pelos agricultores do
México e EUA para controle de lagartas contribuiu para reducao de 50% nas
aplicacoes de inseticidas. Na Argentina a reducao do uso de inseticidas alcancou

65% (SANTOS, 2003).

Bacillus thuringiensis (Bt), é uma bactéria aerdébica, Gram-positiva,
caracterizada por produzir inclusdes protéicas, com atividade entomopatogénica,
durante a esporulacao. Esses cristais sdo compostos por proteinas denominadas
ol-endotoxinas ou proteinas Cry (MONNERAT et al., 2000). As proteinas Cry
apresentam acao extremamente toxica para larvas de insetos das ordens
Lepdoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e
algumas espécies das ordens Nematoda, Protozoa e Acari (FEITELSEN, 1994).
As toxinas Cry apresentam um espectro de acao normalmente restrito a uma
ordem de insetos em particular. Atualmente, mais de 300 genes cry j& foram
seqlienciados e as proteinas Cry estao classificadas em 46 grupos organizados
em diferentes subgrupos, além de dois grupos de toxinas Cyt, em funcao do
grau de similaridade e identidade de seus aminoéacidos. A atualizacdo constante
desses dados pode ser visualizada via Internet no site:

http://www.epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/.

Para insetos da ordem Coleoptera, as toxinas comumente descritas sdao as
das classes Cry3 e Cry8, porém, recentemente, algumas toxinas das classes

Cry1, Cry4, Cry22, Cry12, Cry18 e Cry34 tém sido descritas para esta ordem.

A Embrapa, Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), possui um
banco de Bacillus spp. entomopatogénicos (MONNERAT et al., 2001), onde
estao armazenadas diferentes linhagens de B. thuringiensis. O objetivo deste
trabalho é identificar e linhagens de B. thuringiensis, que apresentem atividade
patogénica para o bicudo do algodoeiro, que poderao ser utilizadas como fonte

de genes para a construcao de uma planta transgénica.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 215 linhagens de B. thuringiensis pertencentes ao banco
de Bacillus spp. entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Essas linhagens sao originarias de amostras de solo e agua de

diferentes regioes do pais (MONNERAT et al., 2001).

Os insetos utilizados para o bioensaio foram oriundos do laboratério de
criacao de insetos do Cenargen, onde é feita a criacao massal de bicudo do

algodoeiro, mantida conforme descrito por Monnerat et al. (2000).

Foram realizados dois tipos de bioensaio: O seletivo, ou discriminante,
cujo objetivo foi determinar quais linhagens apresentavam atividade patogénica
ao inseto, ou seja, capazes de causar no minimo 50% de mortalidade de larvas;

e o de dose, cujo objetivo foi determinar a toxicidade de cada linhagem.

Os bioensaios seletivos foram realizados incorporando-se 10mL de cultura
bacteriana crescida em meio NYSM por 48h a 28 °C e 200rpm em agitador
rotativo, em 35mL de dieta artificial (agar 0,89, levedo de cerveja 1,2g, gérmen
de trigo 1,2g, pharmamédia 0,8g, proteina de soja 2,0g, sacarose 1,2g, sais
minerais 0,2g, acido ascérbico 0,4g, acido sérbico 0,05g, nipagim 0,04g e
solucao vitaminica 200uL) a temperatura de aproximadamente 50 °C e em
seguida, a dieta foi vertida em placas de Petri. Apés solidificacao foram feitos 15
furos. Em cada furo foi colocada uma larva neonata. Foram feitas quatro
repeticoes, e uma placa foi deixada sem bactéria, como controle. A leitura foi

feita sete dias apds o bioensaio (PRACA et al., 2004).

Para a realizacao dos bioensaios de dose, as estirpes que mataram mais de
50% nos bioensaios seletivos, foram liofilizadas apds serem cultivadas por 72h
em meio NYSM (YOUSTEN, 1984) a 28°C e 200 rpm. Para isso estes cultivos
foram centrifugados a 12.800 x g por 30 minutos, a 4°C (centrifuga BR4i,
Jouan), congelados por 16h e liofilizados 18h em liofilizador Labconco modelo

Lyphlock modelo 18. Depois de liofilizado, o material foi pesado a fim de se
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obter as cinco doses (descritas na tabela 1), usadas no bioensaio. Cada dose
pesada foi dissolvida em Twenn 0,01% a fim de se obter uma suspensao mais
homogénea. As suspensdes foram incorporadas a 35mL de dieta artificial e em
seguida, a dieta foi vertida em placas de Petri. Apés solidificacao foram feitos 48
furos. Em cada furo foi colocada uma larva neonata. Foram testadas as cinco
doses (tabela 1) e, mais um controle. O bioensaio foi mantido em camara de
incubacao com fotoperiodo de 14/10 e a uma temperatura de 27°C. Uma
semana apds o ensaio fez-se a leitura do bioensaio e determinou-se a CLso
através de andlise de Probits (FINNEY, 1971). Para comparacao dos resultados
obtidos, foram feitos ensaios com a linhagem B. thuringiensis tenebrionis,

S1122, que é a linhagem padrao para insetos da ordem Coleoptera.

Tabela 1 — Concentracao final do bioensaio

Dose Quantidade em mg Quantidade em Quantidade Concentracao
de Bactéria mL de Twenn em mL de Final (mg/mL)
liofilizada 0,01% Dieta
1 60 5,0 35,0 1,5
2 40 5,0 35,0 1,0
3 20 5,0 35,0 0,5
4 10 5,0 35,0 0,25
5 04 5,0 35,0 0,1

A andlise das proteinas presentes nas linhagens que apresentaram
melhores resultados foi determinada através da eletroforese de proteinas em gel
de poliacrilamida (SDS - PAGE 10%) que permitiu conhecer o perfil das

proteinas produzidas pelas linhagens.

As proteinas foram extraidas de acordo com Lecadet et al., 1991. Para
comparacao dos resultados, a linhagem B. thuringiensis tenebrionis foi utilizada

como padrao.
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Para identificar os genes codificadores das toxinas realizou-se a
caracterizacao molecular através de PCR, usando diferentes oligonucleotideos
(CERON et al., 1995; BRAVO et al., 1998). A metodologia de extracao de DNA
foi descrita por Sambrook et al. (2001).

As estirpes foram caracterizadas também, quanto a
morfologia de suas inclusdes cristalinas. Para tal, 100 uL de cada estirpe, que foi
centrifugada a 10.000 x g, por 10 min sendo o sobrenadante descartado e o
sedimento depositado sobre suportes metalicos. As amostras foram secas ao ar
e cobertas com ouro por 180 s, utilizando-se metalizador EMITECH modelo K550

e observadas em microscoépio eletrénico de varredura Zeiss modelo DSM 962.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 215 linhagens testadas, 05 apresentaram melhores resultados
de toxicidade contra as larvas testadas e, foram selecionadas para o bioensaio

de dose.

As estirpes avaliadas foram agrupadas em quatro grupos
estatisticamente distintos. A estirpe S601 foi classificada no grupo A e
apresentou o melhor resultado de Clso, que foi de 0,146mg/mL, a estirpe
padrao (Btt) e a S1806 foram classificadas como pertencentes ao grupo B com
CLso respectivamente de 0,328mg/mL e 0,306mg/mL, nao diferindo
estatisticamente entre si. O grupo C foi formado pela S1989, que é a estirpe
padrao para dipteros, apresentou uma CLso de 0,740 e as demais estirpes S811,
S785 e S325 foram classificadas como grupo D, apresentando respectivamente,

Clso de 1,453 mg/mL, 3,450 mg/mL e 8,108 mg;mL (tabela 2).
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Tabela 2 — Concentracao letal (ClLso) das estirpes de B. thuringiensis contra A.

grandis.

Estirpe CLso (mg/mL) Intervalo de Confianca Homologia
S601 0,146 0,117-0,174 A
S1806 0,306 0,253-0,362 B

S1122 (Btt) 0,328 0,230-0,440 B

S1989 (Bti) 0,740 0,617 - 0,912 C
S811 1,453 0,974-2,855 D
S785 3,450 1,793-1583,881 D
S325 8,108 2,908-161,472 D

A estirpe S601 além de se destacar pelo seu resultado de CLso,
apresentou um perfil protéico (figura 3) bastante diferenciado da estirpe padrao,
com uma forte banda de 130 kDa e outras quatro bandas de menor massa
molecular. A estirpe S1806 também se destacou por se tratar de uma estirpe de
B. thuringiensis israelensis (Bti), com atividade descrita para dipteros
(MONNERAT et al., 2005), corroborando com alguns trabalhos ja realizados por
outros grupos de pesquisa, que tém demonstrando a atividade de estirpes de Bti
ativas contra insetos da ordem Coleéptera (MENDEZ-LOPEZ et al., 2003). A
estirpe S1989 que é a estirpe padrao de Bti também apresentou resultados
bastante significativos. As demais estirpes apresentaram um perfil protéico
semelhante ao padrdao. Quanto a caracterizacdao molecular (tabela 3). A estirpe
S601 apresentou os genes crylAd e cry7B, a S1806 apresentou os genes
esperados para uma estirpe de Bti, nenhuma das estirpes apresentou produto de

PCR para o gene cry3, que possui atividade descrita para coleépteros.
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Figura 3 - Gel de SDS - PAGE 10% das estirpes estudadas. 1- Marcador de peso

molecular Rainbow (Amersham), 2-Btk, 3-Btt, 4-Bti, 5-S32b, 6-S601, 7-S785,
8-S811 e 9-S1806

Tabela 3 — Perfil molecular das estirpes estudadas

Estirpes Genes

S601 crylAd, cry1B

S1806 cry4A, cry4B, cry10, cryl11, cyt 1, cyt2
S1122 (Btt) cry3A, cry8
S1989 (Bti) cry4A, cry4B, cry10, cry11, cyt 1, cyt2

S811 crylAb, 1C, 8

S785 cry2

S325 cryl1C, 2

A caracterizacao morfolégica por microscopia eletrébnica de varredura

(figura 4) mostrou que as estirpes apresentam, em geral, cristais de formato
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arredondado com excecao da S601 e da S811 que possuem cristais

bipiramidais.

Crisial

E A

Crintal
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Figura 4 - Microscopia eletrénica de varredura. A-S601, B-S1806, C- Btt, D-
S325, E-S785, F-S811, G-Bti e H-Btk.

CONCLUSAO

Os ensaios apresentados neste trabalho mostraram que das 215 linhagens
testadas, duas, sao linhagens que possuem alto potencial para o controle do
bicudo do algodoeiro. Uma vez que seus resultados de CLso foram melhores que

o do padrao recomendado para ordem Coleoptera.

Este € um resultado promissor, pois estas linhagens deverdao ser melhor
estudas, para que se conhecam suas proteinas e respectivos genes
codificadores. Uma vez conhecidos os genes, estes poderao ser clonados e
expressados em cultivares de algodao numa tentativa de combate ao A. grandis,

que é um inseto endofitico e de dificil combate por métodos convencionais.
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