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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, ha uma crescente conscientizacao mundial sobre a
necessidade de preservacao dos recursos genéticos, que sao essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacao.

No Brasil, esta necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exdtica. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecdes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA) sao de espécies exéticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colecoes sao
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricoes internacionais ao
intercambio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAQO), 6rgao das Nacdes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacao do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacao da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entao, paulatinamente, colecdes de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestao das colecoes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecdes e a Supervisao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programética e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercAmbio, quarentena, caracterizacao, avaliacao, documentacao, conservacao
e utilizacao de germoplasma, além da manutencdo das colecdes. De 1993 até a presente
data, muitas colecdes de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa redne 209 colecdées, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecoes Bioldgicas de Micro-
organismos e Colecdes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais Instituicdes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecao de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes sob temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos praticos na éarea,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestado dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Bactérias de Invertebrados

Lilian Botelho Praca

Erica Soares Martins
Fernanda Alvares da Silva
Rose Gomes Monnerat

Introducao

Bacillus thuringiensis (Bt) e Lysinibacillus sphaericus (Ls) sao bactérias Gram-positivas da
familia Bacillaceae, as quais apresentam duas fases distintas durante seu ciclo de vida:
uma de crescimento vegetativo, na qual a bactéria multiplica-se por biparticdo; outra de
esporulacdo, que consiste na diferenciacao da bactéria em esporo. Quando o esporo
encontra-se de novo em um meio que contém o0s nutrientes necessarios, pode germinar e
iniciar o crescimento vegetativo (SOBERON; BRAVO, 2001).

Essas bactérias sdo consideradas ubiquas, porque foram isoladas de todas as partes do
mundo, de diversos ecossistemas e de diferentes substratos, como solo, agua, folhas e
insetos mortos. Bt apresenta um corpo paraesporal ou cristal proteico; Ls esta
taxonomicamente mais distante desse grupo. Pouco se sabe sobre o habitat de Bt e Ls;
entretanto, seu requerimento nutricional vitaminico e de aminoacidos como o acido
glutémico sugere que as formas vegetativas sé se reproduzem no interior dos insetos
hospedeiros (SOBERON; BRAVO, 2001). O corpo paraesporal de Bt contém proteinas
denominadas delta endotoxinas, as quais formam atualmente uma familia de mais de 600
membros, classificados em 68 grupos de proteinas Cry (CRICKMORE et a/., 2011). Elas
sdo produzidas sob a forma de protoxinas que, no intestino dos insetos, sao solubilizadas e
ativadas em peptideos téxicos pela acao do pH alcalino intestinal e de proteases. A toxina
ativada causa a lise das células epiteliais e a morte das larvas (ARONSON et a/., 1986).

As vantagens da utilizacao dessas bactérias sdao sua especificidade aos insetos sensiveis,
seu efeito ndo poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos mamiferos e vertebrados e
auséncia de toxicidade as plantas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986; OMS, 1987). Produtos a
base de Bt para o controle de pragas agricolas sdo comercializados ha mais de setenta
anos. Prevé-se que essa utilizacdo aumentara quando uma legislacdo de protecao
ambiental mais rigorosa for adotada e produtos mais eficientes e baratos forem lancados
no mercado.

A primeira mencao a doencas em insetos causada por Bt data de 1902, quando Ishiwata
descreveu no Japao uma bactéria esporulante responsavel pela mortalidade do bicho-da-
seda, Bombyx mori, a qual ele chamou de Bacillus sotto. Em 1911, na Alemanha, Berliner
descreveu a mesma bactéria isolada de lagartas conhecidas popularmente por tracas-da-
farinha, Anagasta kuhniella, e em 1915 chamou-a de Bacillus thuringiensis, em
homenagem a regidao de onde as lagartas foram coletadas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986;
DIAS, 1992).
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As possibilidades de utilizacdo de Bt foram logo reconhecidas em controle biolégico e, em
1938, uma formulacédo a base dessa bactéria, a Sporeina, foi produzida na Franca. A partir
da década de 1950, diversos paises, como Russia, Checoslovaquia, Franca, Alemanha e
Estados Unidos, comecaram a produzir inseticidas biolégicos a base de Bt (WEISER,
1986).

Na década de 1960, foi isolada uma estirpe de Bt subsp. kurstaki, chamada HD-1
(DULMAGE, 1970), que apresentou toxicidade de duas a duzentas vezes superior as
estirpes normalmente utilizadas nos produtos comerciais. A partir de entdao, a procura por
outras estirpes possuidoras de novas toxinas foi estimulada e, em 1977, Goldberg e
Margalit isolaram uma estirpe eficaz contra dipteros (GOLDBERG; MARGALIT, 1977).
Alguns anos mais tarde, em 1983, outra estirpe foi identificada como patogénica contra
coleépteros (KRIEG et a/., 1983).

L. sphaericus foi isolada em 1902, e sua acdo esta restrita apenas a insetos da ordem
Diptera. No mundo inteiro, diversas estirpes de Bt e Ls foram isoladas, e atualmente
indmeros laboratdrios continuam procurando novas toxinas. Existem varias colecoes
espalhadas pelo mundo, e estima-se que existam mais de 50.000 estirpes conhecidas.
Entre estas, existem algumas que sao eficazes contra diversas ordens de insetos
(lepidépteros, dipteros e coledpteros) e contra outros grupos de invertebrados -
nematoides, acaros e protozodarios (EDWARDS et al., 1989; FEITELSON et al., 1992;
CRICKMORE et a/., 1995).

Coleta

Em geral, amostras de Bt e Ls sdo coletadas, em sua maioria, a partir de amostras de solo,
e em menor frequéncia a partir de agua, plantas e insetos mortos. Apds a coleta, as
amostras devem ser guardadas em recipientes limpos e, de preferéncia, estéreis. As
amostras de insetos e plantas devem ser acondicionadas em geladeira até que se proceda
ao isolamento para evitar sua deterioracao.

Antes de sair para coleta, deve-se solicitar autorizacao para coleta e transporte de material
biolégico em areas federais; por meio do Sisbio, pelo site
http://www4.icmbio.gov.br/sisbio/. Para obtencao de autorizacao de coleta de amostras
em outras areas, como estados e municipios, deve-se buscar informacdes nas Secretarias
de Meio Ambiente ou nos 6rgaos responséveis.

A Instrucdo Normativa n°® 154/2007 poderéa ser consultada para maiores informacodes a
respeito de coleta e transporte de material. Ela regulamenta a coleta de material biolégico
para fins cientificos e didaticos no &mbito do ensino superior e instituiu o Sistema de
Autorizacdo e Informacao em Biodiversidade (Sisbio).

A legislacdo brasileira ndo prevé a autorizacao (ou licenca) para coleta e transporte de
material botanico, fungico ou microbiolégico para fins cientificos ou didaticos. Por isso,
aconselha-se o registro voluntario para evitar constrangimentos, caso pesquisadores sem
clareza sobre as exigéncias legais sejam abordados por fiscais. O pesquisador poder3,
voluntariamente, registrar-se no Sisbio e obter comprovante de "Registro Voluntario" para
eventual apresentacao a fiscalizacao.


http://www4.icmbio.gov.br/sisbio/�
http://www4.icmbio.gov.br/sisbio/legislacao.php?id_arq=9�
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Para o trabalho de campo, deve-se levar um caderno de campo, uma caneta para anotacao
dos dados das amostras coletadas e um GPS para coleta das coordenadas geograficas.
Todas as informacdes sobre a amostra sao de grande importancia, tais como: local de
coleta, coletor, cidade e estado onde foi realizada a coleta, tipo de substrato (solo, espécie
de planta, ambientes aquaticos) e outras informacdes importantes sobre o substrato e o
local onde as amostras foram coletadas.

Isolamento

Uma forma simples de isolamento de diferentes espécies de Bacillus foi descrita no
Protocolo da Organizacdo Mundial de Satde de 1985. Consiste em preparar as amostras
(solo, planta, agua ou insetos mortos) na quantidade de aproximadamente um grama e
submeté-las a choque térmico (80°C por 12 minutos/5 minutos no gelo). Amostras de
plantas e insetos devem ser maceradas, e as de solo e 4&gua devem ser bem
homogeneizadas. Esse choque térmico mata as células vegetativas de todas as bactérias,
deixando vivos apenas 0s esporos.

Em seguida, essa solucdo é semeada em meio EMBRAPA (MONNERAT et al., 2007),
acrescido de penicilina, na concentracao de 100 pg/mL de meio. Nessas condicées,
somente os esporos de Bt e B. cereus germinam. No caso de Ls, o procedimento é
semelhante, sendo que essa bactéria é resistente a estreptomicina em uma concentracao
de 25 pg/mL de meio (MONNERAT et a/., 2001).

Identificacdo e caracterizacao

Vérias metodologias de identificacdo e caracterizacao de Bt e Ls foram propostas, tais
como perfil enzimatico, morfologia e reacGes aos corantes. Até 1960, essas metodologias
mostravam-se pouco apropriadas para uma classificacdo segura das estirpes isoladas em
diversas regides do globo. Nessa época, De Barjac e Bonnefoi (1962), baseados em
substancias existentes no flagelo de Bacillus, introduziram o conceito dos “antigenos H”
como elemento diferenciador de estirpes. Outras técnicas foram propostas, como
eletroforese de esterases (NORIS, 1964), antigenos do cristal (KRYWIENCZYK et al.,
1978), anélise de plasmideos (LERECLUS et a/., 1982), eletroforese multilécus das
isoenzimas (SEDLANDER et al., 1986) e cromatografia dos acidos graxos (SCHENKEL;
FRACHON, 1990).

A partir da década de 1990, diversos genes das delta-endotoxinas foram clonados, o que
permite a caracterizacao das toxinas pela andlise completa da sequéncia de DNA de cada
grupo (KRONSTAD; WHITELEY, 1986), por sondas especificas de DNA (VISSER, 1989) e
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR (STEFFAN; ATLAS, 1991). As maneiras mais
utilizadas para a caracterizacao de Bt e Ls estao descritas a seguir.

Caracterizacao morfoldgica

As estirpes sdo cultivadas em meio EMBRAPA (MONNERAT et al., 2007) por 48 a 72
horas a 200 rpm e 28°C em incubador rotativo. Nessas condi¢cdes, as formas das células
vegetativas, dos esporos e dos cristais de Bt e Ls sdo facilmente visualizadas em
microscoépio de contraste de fases com aumento de 1000 X. Para preparar o material,
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deposita-se uma gota da col6nia dissolvida em solucdo salina ou uma gota do isolado
crescido em meio liquido em uma lamina.

A diferenca morfolégica entre Bt e B. cereus é a presenca de cristais na primeira; caso a
bactéria ndo apresente essa estrutura, trata-se de B. cereus. No caso do Ls, o esporangio
é distendido e apresenta forma de raquete.

Caracterizacao entomopatogénica

Durante a prospeccao de novas estirpes, é importante determinar quais e quantos sao os
insetos-alvo suscetiveis a acao téxica da estirpe. Assim, sao conduzidos bioensaios com o
maior numero possivel de espécies, dependendo da disponibilidade, para verificar sua
atividade (SOSA-GOMEZ et al., 1998).

Ha dois tipos de testes de patogenicidade. Inicialmente, realiza-se o denominado bioensaio
seletivo, a fim de investigar se a estirpe é eficaz ou ndo. Apds a selecado das estirpes,
realizam-se bioensaios com diluicdes seriadas das culturas bacterianas e determina-se a
concentracao letal. Em ambos os casos, cada estirpe da bactéria é cultivada e visualizada
conforme descrita no item caracterizacao morfoldgica deste manual.

Um aspecto muito importante para a realizacdo dos bioensaios é o conhecimento e o
dominio da técnica de criacdo de insetos em laboratério, pois os testes devem ser
realizados com insetos sadios. Quando a mortalidade da testemunha dos testes é superior
a 10%, o bioensaio deve ser descartado e repetido. Metodologias de bioensaios seletivos e
de dose para alguns insetos-alvo serdao descritas a seguir.

Bioensaios
Contra Spodoptera frugiperda

Bioensaio seletivo — Os bioensaios sao realizados espalhando-se 35 uL da cultura
bacteriana na dieta distribuida previamente em placas de cultivo de células com 24 pocos.
Apds a absorcdo da cultura bacteriana pela dieta, uma larva de segundo estagio é
colocada em cada poco. Uma placa é deixada sem a bactéria, como testemunha. As
placas sdao devidamente fechadas com tampas de acrilico e ligas eladsticas e colocadas na
sala de bioensaios, sob as mesmas condicdes descritas para a criacao dos insetos. A
primeira leitura é feita 48 horas apds o inicio do ensaio, ocasido em que as lagartas sao
transferidas para copinhos de plastico de 50 mL contendo dieta livre do bacilo. No sétimo
dia do ensaio, faz-se a segunda e Ultima leitura. As larvas nao sao colocadas em grupos
devido ao seu habito canibal (MONNERAT et a/., 2001; PRACA, 2003).

Bioensaio de dose (CLso) — As estirpes efetivas sdo submetidas a bioensaios de dose para
se determinar a concentracao letal necessaria para matar 50% das larvas testadas (CLso).
Inicialmente, as estirpes devem ser cultivadas e liofilizados. Para isso, esses cultivos sao
centrifugados a 10.000 rpm (12.800 x g) por 30 minutos, a 4°C, congelados por 16
horas e liofilizados por 18 horas em liofilizador e guardados em geladeira ou freezer.
Depois de liofilizado, os materiais sdo pesados na quantidade de 1 mg e adicionados a 1
mL de agua destilada estéril. Apés a completa homogeneizacao em agitador tipo “Vortex”,
obtém-se a suspensao |. A partir dessa suspensao, obtém-se a suspensao Il, coletando-se
571,4 puL da suspensao | e adicionando-se 428,6 uL de agua, para uma concentracéao final



12

Manual de Curadores de Germoplasma — Micro-organismos: Bactérias de Invertebrados

de 571,4 pg/mL. Posteriormente, prepara-se 1 mL de cada uma das diluicbes, conforme
descrito na Tabela 1, misturando-se um determinado volume da suspensao Il, como
mostrado na coluna 2 da Tabela 1, com o volume de dgua correspondente na coluna 3 da
mesma tabela. Em seguida, realizam-se os bioensaios mediante a aplicacdo de 35 uL de
cada uma das diluicbes em cada um dos 24 pocos das placas de cultivo de células, e o
restante de acordo com o bioensaio seletivo.

Os dados de mortalidade obtidos sdo analisados por meio de “Probits” (ROBERTSON et al.,
2002) e a concentracao letal (CLso) é determinada. B. thuringiensis subespécie kurstaki
HD-1 (Btk) é utilizada como padrao e controle positivo (PRACA, 2003).

Tabela 1 — Tabela de diluicGes e concentracao final para realizacdo de bioensaios contra Spodoptera
frugiperda.

1 200 800 2000
2 120 880 1200
3 720 930 720
4 40 960 400
5 26 974 260
6 15 985 150
7 10 990 100
8 6 994 60

9 3 997 30

10 2 998 20

Contra Anticarsia gemmatalis

Bioensaio seletivo — Os bioensaios sao realizados espalhando-se 150 pL da cultura
bacteriana na dieta distribuida previamente em copos descartaveis de 50 mL. Apéds a
absorcdo da cultura bacteriana pela dieta, dez larvas de segundo estagio de A. gemmatalis
sdo colocadas em cada copinho, que em seguida sdao fechados com tampas de acrilico e
incubados nas mesmas condicdes de criacdo do inseto. Duas repeticoes sao feitas e um
copo é deixado sem a bactéria, como testemunha. Realiza-se a primeira leitura 48 horas
apds o inicio do ensaio, ocasidao em que as lagartas sao transferidas para novos copos
contendo dieta livre do bacilo. No quinto dia, faz-se a segunda e ultima leitura
(MONNERAT et al., 2001; PRACA, 2003).

Bioensaio de dose (CLso) — Para se determinar a concentracdo letal (CLso) das estirpes

selecionadas, o procedimento utilizado é idéntico ao descrito para S. frugiperda, com
excecdo da ultima leitura, que é feita no quinto dia (PRACA, 2003).

Contra Anthonomus grandis

Bioensaio seletivo — Os bioensaios sao realizados incorporando-se 10 mL da cultura
bacteriana em 35 mL de dieta artificial, sob temperatura de aproximadamente 50°C. Em
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seguida, a dieta é vertida em placas de Petri. Apds a solidificacao, a dieta é dividida em
quatro quadrantes e sao feitos 15 furos/quadrante, em que sdo colocadas as larvas
neonatas (uma por furo). Sdo feitas quatro repeticoes e deixa-se uma placa sem a bactéria,
como controle. No sétimo dia, realiza-se a leitura, sem trocas de dieta (MONNERAT et al.,
2000).

Bioensaio de dose — Para se determinar a concentracéao letal (CLso), as estirpes
selecionadas séo crescidas e liofilizadas nas mesmas condicdes descritas para S.
frugiperda. Em seguida, a bactéria liofilizada é pesada na quantidade de 60, 40, 20, 10 e 4
mg das bactérias liofilizadas em tubos tipo “Eppendorf”, de acordo com Martins et al.
(2004). Coloca-se cada uma das pesagens em tubo de ensaio com 5 mL de agua destilada
estéril. Apés a completa homogeneizacao em agitador tipo “Vortex”, obtém-se as
suspensoes. Prepara-se a dieta artificial para A. grandis, acondiciona-se em béqueres e o
material é autoclavado. Cinco mililitros de cada uma das diluicées sao misturados a 35 mL
de dieta artificial, sob temperatura de aproximadamente 50°C, e o total é vertido em
placas de Petri, em capela de fluxo laminar. Apds a solidificacdo da dieta, sao feitos 12
furos em cada quadrante da dieta e neles colocadas as larvas neonatas (uma por furo).
Sao feitas todas as suspensdes e uma placa é deixada sem a bactéria, como controle. Seis
concentracdes sao testadas e um controle por bioensaio, com 48 individuos por
tratamento. Os bioensaios sdo mantidos em BOD 10/14 fotoperiodo e sob temperatura de
26°C =+ 2. Realiza-se a leitura sete dias apdés o inicio do bioensaio. Os dados de
mortalidade obtidos sdo analisados por meio de “Probits” (ROBERTSON et a/., 2002) e a
concentracao letal (CLso) é determinada. Utiliza-se B. thuringiensis subespécie tenebrionis
(Btt) como padrao e controle positivo (PRACA, 2003; MARTINS et a/., 2004).

Contra Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti

Bioensaio seletivo — O procedimento para a realizacdo do bioensaio seletivo consiste em
colocar 1 mL da cultura bacteriana em dois copos descartaveis de 200 mL contendo 100
mL de agua destilada e 25 larvas de segundo estagio das duas espécies de mosquitos. Sao
feitas duas repeticdes, e um copo sem a cultura é deixado como testemunha. Apds 24 e
48 horas, faz-se a leitura do nimero de sobreviventes, determinando-se quais as estirpes
sdo téxicas (MONNERAT et al., 2001; PRACA, 2003).

Bioensaio de dose (CLso) — Preparam-se os copos com 100 mL de dgua destilada e 25
larvas de segundo estagio de cada uma das espécies de mosquito. Sao realizadas trés
repeticoes, e trés copos sem a cultura sao deixados como testemunha. Para se determinar
a concentracdo letal (CLso), as estirpes selecionadas sdo crescidas e liofilizadas nas
mesmas condicles descritas para S. frugiperda. Em seguida, os materiais liofilizados sao
pesados na quantidade de 0,05 g em tubos tipo “Eppendorf” e transferidos para tubo de
ensaio com 10 mL de agua destilada estéril. Apés a completa homogeneizacao do material
em agitador tipo “Vortex”, obtém-se a solucao | (5 mg/mL). Em seguida, sdo transferidos
100 pL da suspenséao | para um tubo de ensaio contendo 9,9 mL de dgua, obtendo-se
assim a solucao Il (0,05 mg/mL). A seguir, transfere-se 1 mL da solucéo Il para um tubo
de ensaio contendo 9 mL de agua, obtendo-se a solucao lll, com uma concentracao final
de 0,005 mg/mL. A partir da solucao lll, sdo realizados os bioensaios mediante a aplicacdo
de aliquotas de 1000, 800, 400, 200, 160, 120, 80, 40 e 20 uL em cada um dos copos
descartaveis, conforme POP para bioensaio de dose contra C. quinquefasciatus e A.
aegypti. Os bioensaios sdo mantidos em sala com umidade de 70% e temperatura de
aproximadamente 25°C. Apds 24 horas do inicio do teste, efetua-se a contagem do
numero de larvas mortas. Os dados de mortalidade obtidos sdo analisados por meio de
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“Probits” (ROBERTSON et al., 2002) e a concentracao letal (CLso) é determinada. B.
thuringiensis subespécie israelensis IPS-82 (Bti) ou L. sphaericus Sph 88 2362 séo
utilizados como padrao e controle positivo.

As aliquotas utilizadas da solucéo |l podem variar de acordo com a poténcia do produto ou
a amostra a ser testada. Por exemplo, caso ndao ocorra mortalidade ou alta mortalidade nas
dosagens utilizadas, estas devem ser diluidas ou concentradas. A partir disso, deve-se
realizar um bioensaio-teste para determinacao das aliquotas.

Caracterizacao sorolégica

A técnica de caracterizacao sorolégica foi desenvolvida em 1962 por De Barjac e
Bonnefoi, baseada em substancias existentes nos flagelos dos bacilos entomopatogénicos.
Esses pesquisadores introduziram o conceito dos “antigenos H” como elemento
diferenciador das estirpes, o que permitiu grande avanco na sistematica dos bacilos
entomopatogénicos. Atualmente, estao descritos 67 grupos antigénicos, divididos em 80
serovares para Bt e 47 para Ls (DE BARJAC; FRACHON, 1990). Embora esse sistema de
classificacao seja simples, confidvel e tenha sido muito utilizado, nao ha correspondéncia
entre o sorotipo e a atividade inseticida. Com o fechamento do Instituto Pasteur, no ano
2000, essa classificacdo estd em desuso. O sorotipo determina a subespécie de Bt.

Para a realizacao desse teste, é necessdrio que se produzam antigenos e antissoros. O
protocolo estd descrito com detalhes em De Barjac e colaboradores (1980). Os antigenos
flagelares sao produzidos a partir de células vegetativas de Bt e Ls em coelhos. Quando ha
reacao, a suspensao fica com aspecto limpido, com um sedimento floculento e granular no
fundo do tubo.

Caracterizacao das toxinas

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Realiza-se a andlise das proteinas de Bt e Ls por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS-PAGE (HOFTE; WHITELEY, 1989), que possibilita a determinacdo do
numero e da massa molecular das toxinas, além de auxiliar na identificacdo do grupo Cry a
que elas pertencem. Para isso, as estirpes bacterianas sao crescidas em meio EMBRAPA
por 72 horas em incubador rotativo, a 28°C e 200 rpm; em seguida, as proteinas sao
extraidas de acordo com Lecadet et al. (1991).

As preparacoes de esporos-cristais das estirpes sdao analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), conforme procedimento descrito por Laemmli (1970). O
gel é corado em solucdo de “Coomassie brilliant blue” (40% metanol e 25% de
“Coomassie brilliant blue” 250-R) por uma hora e descorado em solucao descorante (40%
de metanol, 10% de acido acético glacial) por 1-2 horas até visualizacao dos perfis
proteicos das estirpes. Deve-se utilizar uma estirpe de Bt como padrao; por exemplo, para
lepidépteros um B. thuringiensis subsp. Kurstaki.
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Foto: Lilian Botelho Praca

Figura 1. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) do perfil proteico de estirpes
de B. thuringiensis.

Caracterizacao dos genes

PCR

A técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) tem-se mostrado eficaz para a
identificacao de genes em estirpes de Bt e Ls, principalmente em colecdes, pois permite a
identificacao rapida e precisa, requer pouco DNA para andlise e permite o processamento
de grande numero de amostras em relativamente pouco tempo.

O DNA total dos isolados é extraido segundo a metodologia descrita por Bravo et al.
(1998). As estirpes sao cultivadas em meio dgar EMBRAPA a 30°C por 16 horas.
Transfere-se uma alcada de células para 100 uL de dgua destilada, congelada a -20°C e,
em seguida, ferve-se por 10 minutos para efetuar a lise das células. Depois, centrifuga-se
o material rapidamente a 12.800 x g por 30 segundos em microcentrifuga “Eppendorf”.
Transfere-se cuidadosamente o sobrenadante sem o sedimento para outro tubo
“Eppendorf” e prepara-se, entdo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Para a realizacdo das PCRs, 15 uL do sobrenadante da cultura sdo transferidos para um
tubo contendo 0,5 pM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de dNTP mix, tampéo de Tag 1X e
2,5 U de Tag DNA polimerase.

Sao utilizados oligonucleotideos gerais e especificos para a identificacdo de genes Cry
(CERON et al. 1993, 1994; BRAVO et al., 1998). A amplificacao (Figura 2) é processada
em termociclador de DNA e as condicdes das PCRs sdo especificadas de acordo com os
pares de oligonucleotideos. Estirpes padrao dos bacilos, como, por exemplo, B.
thuringiensis subsp. kurstaki (Btk), podem ser utilizadas como padroes.
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Figura 2. Gel de DNA apresentando fragmentos de genes Cry7 de B. thuringiensis.

Conservacdo e armazenamento das estirpes

Em tubos de ensaio com meio inclinado (“Slants”)

Nesse tipo de armazenamento, as estirpes sao crescidas por 72 horas em tubos de ensaio
contendo meio EMBRAPA sdélido, em estufa a 30°C. Depois do crescimento, as amostras
sao depositadas em uma gota da colénia dissolvida em solucao salina em uma lamina para
visualizacdo dos esporos e cristais e, em seguida, as amostras sdo conservadas a -20°C.
Essas culturas devem ser repicadas a cada trés meses, podendo-se ampliar esse periodo
para até seis meses. E importante realizar um controle de qualidade, pois repicagens
sucessivas podem causar a perda ou a diminuicao do poder entomopatogénico, devido a
possivel perda de material genético.
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Liofilizados

Depois do crescimento das bactérias em incubador rotativo, por 72 horas, a 28°C e 200
rpm, as amostras sao visualizadas em microscépio de contraste de fase para observacao
de esporos e cristais dos bacilos a serem preservados. Apds a visualizacdo, as bactérias
crescidas sao centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C por 30 minutos, distribuidas em tubos
criogénicos estéreis de 2 mL identificados, com 400 yL da amostra por tubo, congeladas
por 16 h e liofilizadas por 12 a 18 h. Em seguida, essas ampolas sao lacradas,
conservadas em geladeira e podem ser utilizadas por até 15 anos ou mais (Figura 3).

Fotos: Lilian Botelho Praca

Figura 3. Armazenamento em geladeira (4 — 10°C) de estirpes de B. thuringiensis em esporo seco liofilizado.

Em tiras de papel-filtro

As estirpes sdo crescidas por 48 a 72 horas em meio EMBRAPA e, em seguida, pinga-se
uma gota dessa suspensao para realizar a microscopia. Apds a confirmacao da morfologia
da bactéria, tiras de papel-filtro (Figura 3) de aproximadamente 2 cm?, previamente
esterilizadas em placas de Petri, sdo colocadas nos meios de cultura crescidos. Em
seguida, sao retiradas do Erlemeyer e colocadas para secar em placas de Petri estéreis
dentro da capela de fluxo laminar por cerca de 3 — 5 h. As tiras de papel-filtro sdo
colocadas em tubos criogénicos de 5 mL e guardadas no armario da Colecdo de Bactérias
de Invertebrados. Essa metodologia é barata e bastante pratica, pois a estocagem pode ser
feita sob temperatura ambiente e as estirpes podem ficar armazenadas assim por mais de
15 anos.
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Figura 4. Armazenamento de estirpes de B. thuringiensis em papel-filtro em frascos criogénicos sob temperatura

ambiente.

Controle de qualidade das amostras da colecdo de bactérias de
invertebrados

O controle de qualidade das estirpes que sdo armazenadas em tiras de papel-filtro e
liofilizadas da Colecdo de Bactérias de Invertebrados deve ser feito uma vez ao ano.
Escolhe-se aleatoriamente 1% do total de estirpes de cada um dos métodos utilizados para
a conservacdo. As estirpes devem ser crescidas conforme o item caracterizagao
morfolégica deste volume, para observacao do crescimento e visualizagdo em microscépio
de contraste de fases dos esporos e cristais de Bt e/ou Ls. O mesmo material deve ser
riscado em placa de Petri com meio sélido Embrapa para observacao da pureza das
amostras armazenadas. Para as estirpes da colecao efetivas contra insetos-alvo,
bioensaios seletivos devem ser realizados, conforme o item caracterizacao
entomopatogénica.

O controle de qualidade é de grande importancia para avaliacdo da viabilidade, pureza e
efetividade das amostras armazenadas na colecao e da eficacia dos métodos de
conservacao. Esse item, inclusive, esta previsto nas normas de qualidade ABNT NBR
ISO/IEC 17025/2005 e no “Guidelines” para o Centro de Recursos Bioldgicos da
Organizacao para Cooperacado e Desenvolvimento Econémico (OCDE).
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