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CARACTERIZAGCAO E SELECAO DE ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis EFETIVOS
CONTRA Sitophilus oryzae L., 1763

RESUMO - Como alternativa ao controle quimico, principal método de controle de
pragas agricolas, a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) € um agente de
controle com caracteristicas toxicas e ambientais que permitem o controle de insetos-praga
de acordo com as premissas do MIP. Com o objetivo de buscar novas linhagens
potencialmente toxicas para Sitophilus oryzae (L., 1763) (Coledptera, Curculinidae),
caracterizou-se molecularmente 1.073 isolados de B. thuringiensis de diferentes partes do
Brasil quanto ao conteudo do gene cry35Ba. O material genético foi extraido através do kit
InstaGene Matrix, utilizado para a amplificacdo das sequiéncias através da técnica de PCR,
sendo os resultados visualizados em gel de agarose 1,5%. A classe do gene cry35Ba foi
representada por 60 isolados (5,6%) de Bt, os quais foram submetidos ao bioensaio com
larvas de S. oryzae. Dentre os isolados estudados, quatro causaram mortalidade acima de
50% nos testes de patogenicidade, e os isolados 544 e 622 foram os mais virulentos,
conforme determinado pela estimativa da CLsp. Nos quatro isolados que demonstraram
toxicidade, foi detectado através da microscopia eletronica a presencga de cristais esféricos,
e um isolado apresentou cristais bipiramidais e cubdides e pdde-se verificar proteinas com
44 kDa, referentes aos genes cry35Ba por SDS-Page. Esses dados demonstram o
potencial de Bt no manejo de S. oryzae e estudos sdo necessarios para determinar a

melhor forma de utilizagdo desta tecnologia no manejo dessa praga.

Palavras- chave: bactéria entomopatogénica; coledpteros; proteina cristal.



CHARACTERIZATION AND SELECTION OF Bacillus thuringiensis ISOLATES
EFFECTIVE AGAINST Sitophilus oryzae L.,1763

SUMMARY: An alternative to chemical control, which is the major agricultural pest
control method, the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis is a control agent with
toxic and environmental characteristics that allows the control of pest insects according to the
IPM precepts. In order to find new strains, potentially toxic to Sitophilus oryzae Lineu, 1763
(Coleoptera: Curculinidae), 1073 strains of B. thuringiensis from different parts of Brazil were
characterized molecularly for the cry35Ba gene. Genetic material was extracted with
InstaGene Matrix kit, used for the amplification of sequences in PCR, and viewed in 1,5%
agarose gel. The gene cry35Ba class was represented by 60 B. thuringiensis isolates (5.6%),
which were then subjected to bioassays with S. oryzae larvae. Among the isolates studied, four
caused more than 50% mortality in the pathogenicity tests, and the isolates 544 and 622 were
the most virulent, as determined by CL50 estimates. The four isolates the were toxic showed in
the electron microscopy the presence of spherical, and isolates one presented crystals bi-
pyramidal and cuboid crystals, and a 44-kDa protein was found in SDS-Page, which
correspond to the product of cry35Ba genes. These data demonstrate the potential of B.
thuringiensis for the management of S. oryzae larvae. More studies are required to determine

the best use of these isolates for pest management.

Key-words: coleopterans, crystal proteins, entomopathogenic bacterium.



1. INTRODUCAO

O controle de insetos, sejam eles nocivos a agricultura ou vetores de doencgas, é feito
hoje, em sua maioria, por produtos quimicos. O uso desses inseticidas vem causando
danos ao homem e ao meio ambiente, atingindo inimigos naturais, contaminando alimentos,
solo, agua e favorecendo uma rapida selegédo de insetos resistentes. Como alternativa ao
controle quimico, pode ser feito o manejo integrado de pragas, onde se inclui o controle
bioldgico, usando bactérias, fungos, virus e outros organismos com tais habilidades.

Atualmente, o mercado mundial de bioinseticidas ndo chega a representar 5% do
mercado de pesticidas. No entanto, a utilizacdo desses produtos vem apresentando um
crescimento anual 10 vezes maior quando comparado aos produtos quimicos. Os produtos
a base da bactéria Bacillus thuringiensis representam mais de 80% dos bioinseticidas e sao
usados especialmente em paises como os Estados Unidos, onde sua comercializagcéo
chega a superar a dos inseticidas quimicos.

O sucesso dessa bactéria na diversidade de produtos para o controle biolégico
deve-se em grande parte ao fato de sua caracteristica toxica ser determinada por proteinas
produzidas durante a esporulacdo, sendo ativas contra pragas de diversas culturas, como a
soja, algodao, gramineas (pastagens, milho, cana, arroz), cruciferas (couve, couve-flor,
repolho, brocolis), tomate, fumo, mandioca, café, eucalipto, alfafa, citrus, maracuja,
seringueira, abacaxi, amendoim, coqueiros, cucurbitaceas (abobora, pepino, melao,
melancia). Essas toxinas sdo codificadas por genes, sendo que toxinas especificas a
diferentes organismos sao codificadas por genes diferentes. Este carater monogénico
apresentado por essas toxinas facilita em muito a manipulacdo destes genes em processos
biotecnoldgicos.

O crescente uso da proteina cristal e a nao-toxicidade causada a mamiferos tém
levado a uma intensificada pesquisa de novas linhagens com diferentes espectros de agéao.
Além disso, o interesse de encontrar novas linhagens tem-se mostrado grande devido a

preocupagdo com o manejo preventivo de resisténcia desses alvos as d-endotoxinas



produzidas por B. thuringiengis e também buscando-se caracterizar melhor o modo de agéo
dessas proteinas (Carozzi et al., 1991).

O controle de pragas das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e Nematoda é
feito, na maioria das vezes, utilizando somente inseticidas quimicos, visando simplesmente
a aniquilagdo das pragas, sem considerar o desenvolvimento de estratégias de Manejo
Integrado de Pragas (MIP) ou outras que visem a diminuir o impacto causado pelos
inseticidas convencionais. Isto resulta em poluicdo do meio, intoxicagdo humana, aumento
dos custos de produgado e evolugédo acelerada da resisténcia das pragas aos pesticidas. O
MIP ou estratégias semelhantes que tenham o objetivo comum de manejar as pragas,
baseiam-se na integracao de varias taticas de controle com objetivo de manter a populacao
da praga abaixo do nivel de dano econdbmico ou insuficiente para causar endemias. A
adocao dessa premissa permite a obtengdo de produtos com baixo nivel de residuos e
preserva o meio, favorecendo a atuagao dos inimigos naturais (parasitéides, predadores e
entomopatdgenos) como agentes do controle de pragas.

Na presente proposta de trabalho, a bactéria entomopatogénica B. thuringiensis é
mencionada como uma alternativa viavel com grande potencial para o controle de
coledpteros como Sitophilus oryzae (L.,1763) (Coleoptera, Curculionidae), gorgulho que
constitui uma das pragas mais importantes dos graos armazenados do Brasil por uma série
de caracteristicas que apresenta: elevado potencial biodtico, infestagdo cruzada, elevado
numero de hospedeiro, adultos e larvas danificam o grdo e também pelo fato de competir
com o alimento humano, utilizando além de graos produtos de cereais processados como
macarao e mandioca desidratada. Nesse contexto, este trabalho objetiva caracterizar
molecularmente 1.073 isolados de B. thuringiensis quanto ao conteudo de genes cry35Ba,
realizando biensaios para verificar sua eficiéncia em larvas de S. oryzae, e tragar nos

isolados toxicos, perfis morfoldgicos e protéicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

A crescente preocupagdo com o meio ambiente tem elevado a importancia das
pesquisas cientificas que procuram diminuir a agressao constante que o ecossistema sofre
por intervencdes antropicas. Por este motivo e outros, como o elevado custo de defensivos
agricolas e o aumento da resisténcia das pragas a esses produtos, 0 numero de pesquisas
com microrganismos capazes de promover o controle biolégico de pragas agricolas e de
interesse na saude publica aumentou (DESTEFANO 2003). Entre estes microrganismos,
destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis, que possui atividade entomopatogénica,
amplamente utilizada como controle biolégico de varias pragas agricolas (GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000).

A histéria dessa bactéria possui mais de um século (BERLINER, 1915) e foi descrita
pela primeira vez por BERLINER (1911) quando este pesquisador isolou o bacilo da lagarta
Anagasta kuehniella, uma mariposa que se desenvolve na farinha de trigo. Apos essa
descoberta, Berliner nomeou-o de Bacillus thuringensis em homenagem a provincia alema
de Thuringia. Embora esta tenha sido a primeira descri¢ao, nao foi o primeiro isolamento.

Em 1901, um bidlogo japonés, S. Ishiwata isolou a bactéria como o agente causal da
doenga do bicho-da-seda, Bombyx mori, quando a mesma ja estava morta e foi
denominada como “sotto-diasease” (ISHAWATA,1901). Em 1908 Iwabuchiu denominou
esta bactéria de Bacillus sotto Ishiwata, que mais tarde, foi determinado como nome
invalido, e o nome mais recente, Bacillus thuringensis, foi mantido, (GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000). A partir desta descoberta, o bacilo vem sendo isolado por outros
pesquisadores (MATTES,1927; OHBA,1984).

Apos este evento, a primeira tentativa de teste de campo envolvendo a bactéria B.
thurngiensis foi conduzida por HUSZ (1929), através de um programa internacional de
controle da lagarta européia do milho, da espécie Ostrinia nubialis, onde se obteveram
resultados promissores. A partir dai, a bactéria B. thuringiensis foi considerada, pela
industria, como o primeiro entomopatdgeno a ser amplamente explorado como agente de
controle bioloégico (HALL,1967).



A producédo comercial da bactéria B. thuringiensis teve inicio na Franga, quando foi
langado no mercado, em 1938, com um produto denominado Sporeine (LAMBERT &
PEFEROEN, 1992). No inicio de 1950, o interesse pela utilizagdo deste patdgeno aumentou
nos Estados Unidos, principalmente para o controle de lepidopteros (BEEGLE &
YAMAMOTO, 1992). No inicio da década de 1970, ja havia varios produtos para o controle
de Lepidoptera, e a descoberta da variedade israelensis, ativa sobre larvas de dipteros,
revolucionou o controle de insetos vetores de doencgas, particularmente dos géneros Aedes,
Culex, Anopheles e Simulium. Em 1983, outro letal para larvas de Coleoptera, chamado de
B. thuringiensis variedade tenebrionis, foi descoberto. Posteriormente, variedades toxicas a
nematdides e acaros foram encontradas, embora ndo sejam ainda utilizadas
comercialmente (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000).

Devido a esta caracteristica de especificidade ao inseto-praga, nao tendo efeito
sobre muitos dos inimigos naturais, € muito estudada como agente de controle biologico
(HALL, 1967).

Dentro deste contexto, ressaltam-se a importancia e a necessidade de pesquisas
para o desenvolvimento de novos bioinseticidas a base de B. thuringiensis, pois diferentes
formulagdes e a identificacdo de novos isolados com diferentes toxinas podem promover
maior atividade toxica e melhor resultado do produto em diferentes condigdes ambientais
(MEDEIRQOS, 2006).

O desenvolvimento da bactéria B. thuringiensis, Gram-positiva, faz-se em meios
artificiais simples na presenga de oxigénio, e em ambiente com certas restrigdes, como
auséncia de nutrientes, e esse bacilo entra em processo de esporulagdo, produzindo uma
grande quantidade de proteina com atividade inseticida. Essas proteinas acumulam-se
formando um corpo de inclusdo protéica, fato este que as denominou de proteina Cristal
(Cry), também chamada de &-endotoxina (YAMAMOTO & DEAN, 2000; BRAVO et
al.,2005).

As proteinas Cry sao codificadas pelos genes cry, que se encontram
preferencialmente localizados nos plasmideos, geralmente conjugativos, e juntamente com

uma frequente associagcéo a elementos genéticos moveis determinam a grande diversidade



desses genes e a consequente ocorréncia de linhagens contendo diferentes combinagdes
dos mesmos e, portanto, com perfis de toxicidade distintos (LERECLUS et al., 1993).

A expressao dos genes cry é regulada por dois mecanismos: um deles dependente
dos fatores sigma especificos da fase de esporulagédo, onde estédo classificados a maioria
dos genes cry, e o outro, independente do processo de esporulagdo, como os genes VIPs,
cujos fatores sao tipicos da fase de crescimento vegetativo (VALADARES-INGLIS et al.,
1998).

As protoxinas produzidas assumem formas morfologicas distintas evidenciadas
através do estudo morfoldgico realizado por microscopia eletronica, apresentando cristais
bipiramidais, cuboidais, piramidais e esféricos.o qual pode fornecer indicacbes sobre a
atividade téxica e, conseqlentemente, a ligagdo dessa toxicidade aos diferentes tipos de
genes codificadores de proteina cristal, efetivos contra varios insetos das ordens
Lepdoptera, Diptera e Coleoptera (DE MAAGD et al., 2003). Essas diferengas estruturais e
téxicas também sao reveladas pelos alinhamentos, mostrando regides comuns entre genes
cry, denominadas regides conservadas, e regides onde se apresentam diferengcas na
sequéncia de nucleotideos, resultando em diferentes proteinas Cry, ativas contra varias
espécies de ordens distintas (SCHNEPF et al.,1998).

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem s&o determinadas pelos tipos
de genes cry funcionais que a mesma possui. Estes genes codificam as proteinas Cry, que
sdo sintetizadas na forma de protoxinas. A toxicidade das proteinas estd associada ao
componente N-terminal, enquanto o componente C-terminal determina a formacgdo da
estrutura do cristal (LI et al.,1991).

Esses cristais, quando ingeridos pelos insetos, juntamente com os esporos, sao
solubilizados em condi¢des especificas de pH, atuam no sistema digestivo dos insetos e as
protoxinas s&do convertidas em d-endotoxinas. As toxinas hidrolisadas cruzam a membrana
peritréfica, ligam-se a receptores especificos nas células colunares do intestino médio,
formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana, interferindo no gradiente
ibnico e no balango osmético da membrana apical. O aumento na absorgcdo de agua causa

lise celular e eventual ruptura e desintegragdo das células do intestino médio. O inseto



também pode morrer por inanicdo, uma vez que, pouco tempo apds a infec¢ao, para de se
alimentar (HOFTE & WHITELEY, 1989; COPPING & MENN, 2000).

Um determinado isolado de B. thuringiensis pode produzir um ou mais tipos de
cristais. Esse isolado por sua vez, pode conter uma ou mais toxina com peso molecular
variado. Por exemplo, B. thuringiensis variedade kurstaki HD-1 contém trés Cry1 (130 kDa)
e duas Cry2 (70kDa), enquanto B. thuringiensis variedade tenebrionis possui uma unica
toxina com peso molecular de 67 kDa, e uma relagdo parcial entre a composicdo da
proteina e sua estrutura foi estabelecida por LERECLUS (1993) e GLARE &
O'CALLAGHAM (2000) .

Segundo PARKER & FIEL (2005), as proteinas Cry, também chamadas de toxinas
Cry, produzidas pela bactéria B. thuringiensis e secretadas como uma proteina soluvel em
agua, pertencem a uma classe de toxina conhecida como toxina formadora de poros (PFT).
As toxinas formadoras de poros apresentam através da utilizagdo da cristalografia de raios-
X a estrutura tridimensional (Cry1Aa, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aa e Cry4Ba),
sendo compostas por trés dominios com fungdes distintas. As toxinas Cry, embora
apresentem similaridade estrutural, demonstram diferencas consideraveis na sequéncia de
aminoacidos e nas atividades toxicas contra diferentes organismos, fato que auxilia
esclarecer diferencas na especificidade inseticida.

O dominio | foi descrito pela primeira vez em Cry3Aa por LI et al (1991) e, pelas
propriedades deste dominio, sugere ser o dominio formador de poro da toxina Cry, ou seja,
responsavel pela insercdo da toxina na membrana. Para isto, uma maior mudanca
conformacional & necessaria a fim de transformar o dominio | e capacitar sua estrutura para
insercao interna na membrana do hospedeiro (PIGOTT & ELLAR, 2007). O dominio Il
apresenta maiores variagdes na sua estrutura com diferencas consideraveis no tamanho,
conformacdo e sequéncia dos “loops”. Acredita-se que o dominio Il possa ter uma
importancia determinante na especificidade da toxina, sendo responsavel pela ligacao
toxina-membrana (LI et al.,1991; PIGOTT & ELLAR, 2007). O dominio Ill apresenta menos
variagdes estruturais do que o dominio I, e a diferenga essencial encontra-se no tamanho,
na orientacdo e sequéncias dos “loops” (BOONSERM et al., 2005), tendo a fungdo de

catalisar a ligacao da toxina ao receptor (PIRES et al., 2004).
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Estudos detalhados da atividade das §-endotoxinas demonstram existir duas etapas
na ligacdo da toxina ao receptor, envolvendo processos reversiveis e irreversiveis. No
primeiro caso, mesmo havendo afinidade dos receptores de membrana no intestino dos
insetos com as proteinas Cry, algumas toxinas podem ligar-se aos receptores, sem essa
ligacao ser suficiente para causar a morte das larvas de inseto. Isso deve-se ao fato de
essas toxinas apresentarem especificidade reduzida, resultando em uma ligagdo pouco
estavel e reversivel com o receptor, ou seja, a toxina reconhece o receptor, mas nao se liga
irreversivelmente a ele, nao se projetando para dentro da membrana. No segundo caso
envolve uma ligagao forte da toxina ao receptor e a inser¢do da toxina na membrana, com
consequente desenvolvimento da doencga no inseto (ARONSO & SHAY,Y., 2001).

Em uma primeira abordagem de sistematizacao da classificacdo deste tipo de genes,
HOFTE & WHITELEY (1989) classificaram-nos de acordo com a sequiéncia de aminoacidos
de seus produtos e a especificidade de acado das toxinas. Como consequéncia do avango
da compreensdo de seus mecanismos de acgdo, através de ferramentas da biologia
molecular, novos genes cry foram sequenciados e catalogados, originando diversas
excegdes dentro desta classificagao inicial. Por esta razdo, CRICKMORE et al. (1998)
propuseram uma nova maneira de classificar tais genes, baseada somente na sequéncia de
aminoacidos codificada por eles, ndo levando em consideracao o perfil de toxicidade.

Até o momento, a colegcdo de toxinas Cry possui aproximadamente 350 genes cry
sequenciados e classificados em 51 classes com diferentes subdivisdes, dependendo do
grau de similaridade de seus aminoacidos (CRIKMORE, 2008). Essa variabilidade genética
existente entre os diferentes isolados de B. thuringiengis pode ser estudada pela técnica de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Essa técnica tem muitas utilidades e pode ser
empregada com a finalidade de amplificar regides conhecidas do DNA, para comparar
geneticamente isolados de B. thuringiensis pouco conhecidos, além de indicar o potencial
inseticida de uma toxina (BRAVO et al.,1998; CARROZI et al.,1991; PORCAR & JUAREZ-
PERES, 2003).

Varios pesquisadores buscam caracterizar novos isolados de B. thuringiensis quanto
ao seu potencial entomopatogénico, contra principais pragas de grdos armazenados.

Dentre essas pragas, o Sitophilus oryzae (L.,1763) (Coleoptera, Curculionidae) é uma das
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principais pragas dos grdaos armazenados no Brasil, por uma série de caracteristicas que
apresenta: elevado potencial biotico, infestagdo cruzada, praga de profundidade, elevado
numero de hospedeiros, e pelo fato de tanto larvas como adultos danificarem os graos
(GALLO et al., 2002). E uma espécie cosmopolita que, supostamente, teve sua origem na
india, e foi disseminado pelo mundo por grdos infestados e transportados em navios
(ATHIE & PAULA, 2002).

O armazenamento de grdos pode ser definido como um ecossistema em que,
mudancas qualitativas e quantitativas podem ser ocasionadas por interacdes entre os
fatores fisicos, quimicos e biolégicos (SINHA, 1973). Dentre os fatores que afetam os graos
durante o armazenamento, o ataque pelo inseto-praga S. oryzae assume particular
importancia, principalmente em condi¢gbes tropicais como a do Brasil, encontrando nos
graos um habitat ideal para o seu desenvolvimento (ATHIE & PAULA, 2002). Como
consequéncia do seu desenvolvimento, o S. oryzae reduz o peso do grao (FONTES et al,
2003), o valor nutricional (IRABAGON, 1959) e também o poder germinativo das sementes
(MATIOLI & ALMEIDA, 1978).

Para o controle dessa praga sao utilizados inseticidas quimicos, que sao altamente
téxicos para o homem e para, o meio ambiente, e responsaveis pelo aparecimento de
populagdes de insetos resistentes, apresentando-se como um dos principais riscos
ambientais. Insetos evoluem em resposta a selecdo natural imposta pelos métodos de
controle, limitando sua eficiéncia e viabilidade a longo prazo (HAWTHORNE, 1998).

Com o intuito de reduzir o uso desses produtos e os riscos trazidos por eles, é
necessario o emprego de alternativas mais seguras de controle. Assim, os agentes de
controle bioldgico, principalmente as toxinas produzidas pela bactéria B. thuringiensis, sao
uma alternativa ecologicamente viavel (PRACA et al., 2004).

Embora seja uma praga importante, até o momento, ndo ha relatos de estudos em
que a bactéria B. thuringiensis tenha sido aplicada no controle dessa praga, ndo sendo
conhecido, portanto, nenhum gene ativo para este inseto. Neste contexto, podemos
ressaltar a importancia da continuidade de pesquisas na busca de alternativas eficazes no

controle dessa praga, sem danos ao meio ambiente.
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Para isso, novas classes de genes cry vém sendo estudada, e, segundo ELLIS et al.
(2002) uma nova familia de proteina cristal foi descoberta em isolado de B. thuringiensis
contendo genes efetivos contra Diabrotica virgifera virgifera LeConte (Coleoptera,
Chrysomelidae). Essas proteinas, denominadas de Cry34 e Cry35, mostram atividade
toxica ocorrendo como conjunto binario de proteina inseticida (MOELLENBECK et al.,
2001). Este novo modo de agao € observado em bioensaios de patogenicidade e viruléncia,
e também em milho geneticamente modificado (SCHNEPF et al., 2005; STORER et al.,
2006).

Por serem proteinas recém-descobertas e relatadas como ativas a ordem Coleoptera
para familia Chrysomelidae, este trabalho apresenta uma nova alternativa de controle
biologico, utilizando-se de isolados de B. thuringiensis brasileiros que possuem genes
semelhantes aos descritos, que codificam a proteina Cry responsavel pelo controle de S.

oryzae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados de B. thuringiensis

Foram analisados 1.073 isolados de B. thuringiensis obtidos de varios pontos do
territorio brasileiro, da colecdo do Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia
Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP - Campus de Jaboticabal. Os isolados foram
cedidos pelo Prof. Dr. Sérgio Batista Alves, do Laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos (Depto. de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da
ESALQ/USP), Piracicaba-SP, Dr. Edilson Paiva (Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA
Milho e Sorgo), Sete Lagoas-MG, e Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos (Depto. de
Biologia Aplicada a Agropecuaria) FCAV/UNESP/Jaboticabal. Esse isolados sao
armazenados na forma de esporos impregnados em fita de papel-filtro, em tubos de plastico
de 2 ml com tampa de rosca e agua milli-Q estéril com temperatura controlada, em camara

incubadora tipo Biologic Oxigen Demand (B.O.D.), regulada para 10°C permanente.

3.2 Cultivo dos isolados

Neste procedimento, as fitas de papel, contendo esporos dos 1.073 isolados da
bactéria B. thuringiensis, foram imersas em agua estéril milli-Q com 24 h de antecedéncia
ao cultivo. Foi retirada uma aliquota da solugdo de esporos, semeados com alga
bacteriolégica de platina em placas, de Petri contendo aproximadamente 10 ml de meio de
cultura “Nutriente Agar” NA solido (extrato de carne 3 g/L, peptona bacterioldgica 5 g/l e
Agar 15 g/l), por 12 h, a 30 + 0,5 °C, em camara incubadora, para o desenvolvimento de

colénias isoladas.
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3.3 Extracio de DNA total pelo Kit Insta-Gene Matrix® (Bio-Rad)

Para analisar o material genético, utilizou-se uma resina de troca i6nica do Kit Insta-
Gene Matrix produzido pela Bio-Rad.

Uma colbnia isolada obtida do cultivo descrito foi ressuspensa em tubos para
microcentrifuga em 1 ml de agua destilada (milli-Q), centrifugada durante 1 min a 15.000
Xg, a 20°C. Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi
ressuspenso em 200 pl da resina Insta-Gene® Matrix. Em seguida, o material obtido, onde
estavam o DNA e a resina, foi incubado em banho-maria a 56°C por 20 min. Agitou-se
vigorosamente em um aparelho agitador do tipo vértex por 10 s e foi incubado em agua
fervente (100°C) por 8 min. O mesmo foi novamente agitado em vortex por 10 s e
centrifugado a 15.000Xg por 3 min a 20°C. Posteriormente, 150 ul do sobrenadante foram
colhidos, transferidos para uma microplaca de polipropileno, contendo 96 pocos, e

armazenados em freezer -20°C até o momento do uso.
3.4 Amplificagao do DNA genémico

As amostras de DNAs bacterianos foram submetidas a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) com oligonucleotidios iniciadores para o gene cry35Ba, elaborados a partir das
sequéncias do gene cry35Ba depositadas no GenBank, de acordo com a Tabela 1,
utilizando-se do software Clustal W (THOMPSON et al., 1994) para o alinhamento das
sequéncias e identificagcdo de regides conservadas e do Gene Runner 3.0 (Hastings

Software, Inc.) para a elaboracao dos iniciadores.
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Tabela 1. Iniciadores para isolados de Bacillus thuringiensis testados em Sitophilus oryzae.

. . Tamanho esperado
Iniciador Sequéncia N
amplificado (pb)

F 5’AACTGATGAAATACCTGAAG 3’

B =~
cry3sBa R 5" TCAACAATAAATCCTACAGC 3° 585 pb

F: Forward; R: Reverse

Ap0s a sintese, esses oligonucleotideos foram diluidos a uma concentragao de 1.000
pmoles/ul em tampao TE 10:1 [10 mM Tris HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA], e essa solugao foi
armazenada em freezer a -20°C. Uma aliquota de 1 pl foi diluida em 99 ul de agua milli-Q
estéril, para uma concentragdo final de 10 pmol/ul, a qual foi utilizada nas reagdes de
amplificagao.

Essas reagdes foram compostas de tampéao para reagdao de PCR (200 mM Tris, 500
mM KCI, pH 8,4), 1 mM de cloreto de magnésio, 250 uM de uma solugéo de dNTPs, 10
pmol/ul de cada iniciador para o gene cry35Ba, 1 U da enzima Tag DNA polimerase
(INVITROGEN), 30 ng de DNA molde e agua estéril filtrada e autoclavada milli-Q (qg.s.p. 20
ul).

A quantidade em microlitros de cada reagente componente da reagcdo de PCR
(exceto o DNA) foi multiplicado pelo numero de diferentes amostras de DNA de B.
thuringiensis, acrescido de 10% do volume total, visando a n&o faltar volume de reacao
para nenhuma amostra. Os reagentes foram homogeneizados com auxilio de uma
micropipetadora.

Essas reagbes foram colocadas em aparelho termociclador (PTC-100 “programa
termal controller” — MJ Research, Inc®) programado com um passo inicial de desnaturagao
a 94°C, por 5 min e 35 ciclos, constituido de trés passos: desnaturagao a 94°C por 30 s;
pareamento a 40°C por 45 s; extensao a 72°C por 1 min; e um passo extra de extensdo a

72°C por 7 min. As reag¢des foram mantidas a 4°C para a conservagao do material.
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3.5 Analise do produto amplificado

Apos o processo de amplificacdo, adicionaram-se 3 pl de tampado de amostra
(“loading buffer” — 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) as amostras, totalizando 23
pl. Todos os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5% (SAMBROOK & RUSSEL, 2001), acompanhados de uma amostra de DNA contendo
fragmentos de tamanho conhecido, multiplos de 1 kb (1 kb Ladder, FERMENTAS), com o
objetivo de servir como referéncia de migracao eletroforética para célculo do tamanho dos
fragmentos obtidos nas reagcdes de amplificacdo, além do controle negativo, substituindo o
DNA molde por agua milli-Q estéril, mostrando auséncia de contaminantes.

As eletroforeses foram realizadas em cubas horizontais modelos Sunrise® Life
Technologies® e FB-SB2025 Fisher Scientific, a uma diferenga de potencial de migracao
de, aproximadamente, 120 V por 90 min, conduzida em tampao TBE 1X (Tris 89 mM, EDTA
2,5mM e Acido Bérico mM com pH 8,3), também adicionado de brometo de etidio (0,5
pg/mil).

Os fragmentos de DNA, dispostos no gel de agarose, foram visualizados pela
incidéncia de luz UV, documentados em um fotodocumentador modelo GEL DOC 2000
(BIO-RAD) e avaliados usando a imagem negativa, obtida através do “software” Quantity-

One.
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3.6 Criacao dos insetos

A criagédo de S. oryzae foi realizada em conjunto com o Laboratério de Entomologia
da Universidade Federal do Espirito Santo, em colaboragdao com o Prof. Dr. Ricardo Antonio
Polanczyk.

A criacdo dos insetos foi feita em 4 recipientes plasticos com capacidade para 8
litros. Em cada recipiente, foi colocado, aproximadamente, 2,5 kg de milho e este foi
infestado com 100 Sitophilus oryzae nao-sexados. Os recipientes foram fechados, e o
monitoramento do desenvolvimento das populagdes, nos diferentes, recipientes foi feito
através da parede transparente do mesmo, sem movimentagcdo da massa de graos. Os
insetos utilizados nos experimentos foram retirados dos potes, aproximadamente, seis

meses apos o inicio da criagao.

3.7 Bioensaios

O carater patogénico foi avaliado em 60 isolados de B. thuringiensis, pela
amplificacdo do gene cry35Ba entre os 1.073 isolados analisados. Os mesmos foram
cultivados em caldo de infusdo de cérebro e coragao (BHI-Biobras®), a 28°C, 180 rpm, por
76 h, para a producéo dos cristais toxicos.

Apds o cultivo, a suspensdo foi submetida a centrifugagdo para a obtengdo do
sedimento, sendo o mesmo submetido a trés centrifugacbes (2.655 x g por 20 min)
consecutivas a fim de lava-lo e eliminar o meio de cultura.

Em seguida, uma aliquota de 1 ml foi diluida 1.000 vezes em agua destilada
esterilizada, e a concentracdo de esporos foi determinada conforme método descrito por
Alves & Moraes (1998).

Os 60 isolados de B. thuringiensis foram usados em seis bioensaios contendo dez
isolados cada, e os tratamentos foram constituidos de sete repeticbes e 20 g de graos de
milho (Zea mays L.). Seis dias antes da aplicacdo dos tratamentos, esses graos foram
colocados a disposi¢cao de 20 adultos ndo-sexados para oviposicao, durante trés dias. Apds

esse processo, foram submersos, por 1 min, em suspensado contendo B. thuringiensis
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contendo 3 x 10® esporos/mL. Apds a imersdo das sementes, elas foram colocadas em
camara de fluxo laminar para a eliminacdo do excesso de umidade. Apds o término da
execucao dos bioensaios, o material foi mantido a temperatura ambiente.

A mortalidade foi calculada pela diferenga entre o numero de insetos emergidos dos
tratamentos e os emergidos da testemunha entre 25 e 60 dias apds a aplicagdo dos
tratamentos. Os dados foram corrigidos conforme a férmula proposta por Abbot (1925) e

submetidos ao “Teste de Tukey”, a 5% de probabilidade.
3.8 Teste de viruléncia

Nos testes de estimativa da concentracdo letal média (CLsg), foram utilizados os
tratamentos que causaram mortalidade acima de 50% nos testes de patogenicidade, e as
condicbes e os meios para o preparo das suspensdes dos isolados de B. thuringiensis
foram os mesmos dos testes de patogenicidade. As sementes de milho, seis dias antes da
aplicagao dos tratamentos, foram colocadas a disposi¢cao de 20 adultos ndo-sexados para
oviposicado durante trés dias. Em cada tratamento, foram utilizadas sete repetigdes. Cada
tratamento constou de 20 g de sementes de milho (Zea mays), anteriormente e submetidas
a oviposigao, submersas, por 1 min, em suspensao contendo Bt (3 x 10%, 3 x 10%, 3 x 10° 3
x 10°%, 3 x 10" e 3 x 108 esporos/ml). Apos a imersédo, as sementes foram colocadas em
camara de fluxo laminar para a eliminacdo do excesso de umidade. A avaliagdo da
mortalidade foi feita a partir de 25 dias, apés a aplicacdo dos tratamentos, até 60 dias,

contando-se, diariamente, o numero de adultos que emergiram.
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3.9 Purificagao de proteinas

Para a realizagcdo do processo de purificagdo, foram selecionados os isolados que
apresentaram atividade téxica para S. oryzae, através dos bioensaios seletivos.

Os isolados foram cultivados em “Nutriente Agar’, como ja descrito. Em seguida, a
massa bacteriana foi coletada com auxilio de uma alga bacteriolégica de platina e
transferida para o caldo nutriente (3 g/l extrato de carne, 5 g/l peptona bacteriolégica),
dispostos em incubador rotativo a 200 rpm, a 30°C por 96 h até completa esporulagdo. A
coleta das células foi feita por centrifugacdo a 5.930 x g 4°C 10 min. Este sedimento foi
lavado com 30 ml NaCl 0,5 M e centrifugado a 5.930 x g 4°C 10 min, seguido de duas
lavagens com agua deionizada, a 4°C, nas mesmas condicdes de centrifugagdo. O
sedimento foi ressuspendido em 1 ml de agua deionizada, sendo essa suspensao
sonificada durante 5 min para o rompimento de possiveis células integras e a liberagao dos
cristais protéicos. A purificagao foi feita por ultracentrifugagdo com gradiente de sacarose,
constituido de sacarose 79%, sacarose 67% e amostra das proteinas, montados em tubos
para ultracentrifuga. Os tubos contendo o gradiente de sacarose permaneceram durante 15
min, a 4°C a 30.000 rpm. Foi retirada a inclusao protéica formada entre o gradiente de
sacarose e depositada em tubos para centrifuga, seguidas de seis lavagens consecutivas
com agua deionizada gelada (5.930 xg 4°C 10 min) para a retida da sacarose e a obtengao
da proteina. A proteina foi armazenada em freezer a -20°C até o momento do uso
(JUAREZ-PEREZ et al, 2002).

3.10 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia dos isolados foi constatada por microscopia eletrbnica de varredura.
Uma aliquota de cada amostra (esporo/cristal), obtida no processo de purificagdo de
proteina, foi espalhada em laminula com auxilio de alga bacterioldgica; esse esfregaco foi
colocado em fluxo laminar para secagem. A seguir, a amostra foi depositada sobre suporte
metalico coberto com ouro, por 180 s, utilizando metalizador Emitech, modelo K550, e

analisada em microscoépio eletrénico de varredura Zeiss, modelo DSM 962.
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3.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-Page)

Para a preparacdo de 50 pl das amostras contendo proteinas, foram adicionados
25ul de tampao de amostra constituido de: 62 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Gilicerol;
5% B-mercaptanol e 0,02% de Azul de bromofenol, aquecidas por 5 min a 100°C e
centrifugadas a 10.621 x g por 30 s. De cada amostra foi retirado uma aliquota de 40ul e
aplicada no gel.

A composicao do complexo esporo-cristal, presente nas amostras, foi separada em
gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sddio por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), e os
reagentes para a confecgédo dos géis e os respectivos volumes utilizados estdo descritos na
Tabela 2.

O gel de separagao das proteinas foi composto por duas concentragdes: um gel
inicial concentrador a 5% e um gel posterior de separagéo, constituido de 8% de acrilamida.
O preparado do mesmo foi realizado em placa de vidro medindo 162 x 200 mm com
espagadores de 1,5 mm e transferido para uma cuba vertical, com altura ajustavel, da
Sigma, modelo Z35, 280-2. A cuba foi cuidadosamente preenchida com tampao de
eletrodo, constituido de 0,192M glicina, 0,025M Tris e 0,1% SDS.

A eletroforese desenvolveu-se em corrente constante de 25 mA até que o corante
entrasse no gel de separagdo quando, entdo, foi aumentada para 30 mA e assim mantida

até o final da corrida, durante quatro horas, a aproximadamente 25°C.
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Tabela 2. Reagentes utilizados para a confecgao dos géis.

Géis % Reagentes Volume (mL)

SDS-PAGE 5 Tris-HCI (0,5 M pH 6,8) 2,0
(concentrador) Acrilamida — Bis (30:0,08%) 1,33
H,O 4,42

SDS a4 % 0,20

Temed 0,02

Persulfato de aménio a 10% 0,08

SDS-PAGE 8 Tris-HCI (2,25 M pH 8,8) 8,18

(separagao) Acrilamida — Bis (30:0,08%) 13,07

H,O 27,14

SDS a4 % 1,05

Temed 0,04

Persulfato de amoénio a 10% 0,40

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sédio.

Temed — N,N,N’,N’ — tetramethylethylenediamine

3.12 Deteccao da proteina por Nitrato de Prata

Apos a eletroforese, o gel foi imerso em 150 ml de solugéao fixadora 50% de etanol e
10% de acido acético, durante a noite. Realizarm-se duas lavagem consecutivas de 15 min,
com 50 ml de agua deionizada, onde se foi adicionaram 50 ml do reagente DDT (0,2 M
ditiotreitol), por 15 min, para evitar a oxidagédo da proteina. Apds esse procedimento, o gel
foi transferido para 50 ml de uma solugéo de nitrato de prata a 0,2%, por 30 min, agitando-
se suavemente para a coloracdo do gel. Para a revelagao, utilizaram-se duas lavagem
sucessivas de 15 s, com 50 ml de carbonato de sédio a 3% (NaCO3), seguidas de mais trés

lavagens, com adigédo de 50 ul de formaldeido a 0,25%. Apds o aparecimento das “bandas”,
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a acgao do revelador interrompeu-se rapidamente pela adicdo de 30 ml de acido citrico 1M.
O gel foi mantido em agua deionizada até ser fotografado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos tém relatado a caracterizacdo de isolados de B. thuringiensis quanto ao
conteudo de genes cry com atividade para a ordem Coleoptera e outras ordens, como
Lepidoptera e Diptera (PINTO & FIUZA, 2003; PRACA et al., 2004).

No presente trabalho, a analise por PCR dos 1.073 isolados da bactéria B.
thuringiensis, indicou 60 isolados (5,6%) potencialmente tdxicos, por conter o fragmento
correspondente ao gene cry35Ba (Figura 1). Esses foram testados na realizagdo dos
bioensaios, e revelaram que somente quatro isolados (0,37%) causaram mortalidade acima
de 50% em larvas de S. oryzae (Grafico 1). Para relatar auséncia de efetividade contra S.
oryzae e especificidade de linhagens de B. thuringiensis para diferentes ordens de insetos,
a variedade kurstaki HD-1 foi utilizada como controle negativo por ndo apresentar o gene
cry35Ba, apresentando 4% de mortalidade para o S. oryzae. Como controle positivo,
observaram-se 26,30 % de efetividade contra S. oryzae, utilizando-se da variedade
tolworthi, que apresentou o gene cry35Ba, ressaltando a importancia deste trabalho por
encontrar novos isolados de B. thuringiensis com eficiéncia acima de 50%, superando o

controle positivo.

1 %) 3 43 6 - 8
—

—

Figura 1. Eletroforograma do material genético amplificado com o primer especifico
para o gene cry35Ba. Canaleta 1: 1kb Plus DNA ladder®; 2: var. tolworthi; 3-6: isolados de

B. thuringiensis em estudo; 7: var. kurstaki HD-1 e 8: controle negativo.
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Grafico 1. Mortalidade média causada por isolado de Bacillus thuringiensis em Sitophilus

oryzae. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, a 5% de

significancia, pelo teste de Tukey.
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Com os resultados obtidos nos bioensaios, pode-se verificar diferencas nas
atividades toxicas apresentadas pelos isolados onde, no segundo bioensaio, o isolado 544
destacou-se dos demais por ser mais ativo para S. oryzae, apresentando uma mortalidade
de 60%. No terceiro bioensaio, o isolado 573 apresentou uma mortalidade de 56%,
sobressaindo aos demais isolados. E no quarto bioensaio, dois isolados destacaram-se: o
622 com 78% de mortalidade, e o isolado 629 com mortalidade de 51%. Os demais
isolados apresentaram o gene para a proteina cry35Ba e tiveram atividade téxica para a
larva do S. oryzae abaixo de 50%.

A baixa frequéncia com que se encontram isolados efetivos a ordem Coledptera, vem
sendo relatada por outros autores, utilizando diferentes classes de proteinas Cry, ativas a
ordem Coleoptera. Pinto & Fiuza (2003) coletaram amostras de solos provenientes do Rio
Grande do Sul e obtiveram o perfil genético de 46 isolados, sendo cinco com perfil génico
para mortalidade da ordem Coleoptera. Do mesmo modo, Praga et al., (2004) detectaram
que apenas dois isolados (0,7%), entre 300 analisados, eram efetivos para coledpteros. Por
outro lado, Bravo et al. (1998) realizaram a identificagdo de varios genes cry em uma
colecdo de 496 isolados obtidos a partir de amostras de solo de diferentes regides do
México, tendo verificado que 16 isolados apresentaram genes ativos para insetos da ordem
Coleoptera. Dentro do mesmo contexto, ainda se pode-se verificar que Ben-Dov et al.
(1997) analisaram 215 isolados provenientes do continente asiatico e demonstraram a
auséncia de isolados contendo o gene cry3. A mesma situagao foi relatada por Chak et al.
(1994), na colegdo composta por 225 isolados obtidos de amostra de solos de Taiwan,
onde foram obtidos diferentes perfis génicos, mas com auséncia do gene cry3. Sendo
assim, os genes com potencial toxico para coledpteros sdo poucos e, em alguns casos,
ausentes.

No entanto, dentre a diversidade das proteinas Cry conhecidas, novas proteinas tém
sido relatadas com atividade entomocida contra a ordem Coleoptera, como a classe da
proteina Cry35 (Ellis et al., 2002; Herman et al., 2002; Schenef et al., 2005), em especial
para os insetos da familia Chrysomelidae. A suscetibilidade de espécies de outras familias,
como Bostrichidae e Curculionidae, tem sido estudada em relagdo a outras proteinas Cry

(Beegle, 1996; Saade et al., 1996), colaborando para que a bactéria B. thuringiensis seja
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uma importante fonte de diferentes toxinas, muitas das quais com atividade inseticida para
espéecies da ordem Coleoptera.

Aparentemente simples, o estudo da atividade toxica da bactéria B. thuringiensis tem
algumas caracteristicas especificas que devem ser consideradas. Neste estudo, houve
variagdes na eficiéncia dos isolados testados para S. oryzae da ordem Coleoptera, podendo
ser explicadas por uma série de fatores ligados ao modo de acdo desse patodgeno, tais
como ativagao da protoxina, dissolugao da toxina, ligagado da toxina ativada aos receptores
do epitélio intestinal das larvas e inser¢ao da toxina na membrana, sendo este ultimo o fator
de maior complexidade, e €&, geralmente, determinante no desenvolvimento da toxicidade
da proteina no intestino das larvas de insetos (BRAVO et al., 2007).

Embora a insercdo na membrana seja o principal fator determinante na
suscetibilidade de uma espécie para a toxina Cry, Forcada et al. (1996), observaram em
limhagens resistentes de H. virescens (Lepidoptera), a existéncia de enzimas digestivas
capazes de degradar as toxinas, diminuindo significativamente a quantidade de toxina ativa
no intestino em um determinado momento, reduzindo assim a toxicidade. Além disso,
algumas toxinas podem ligar-se aos receptores sem que essa ligagao seja determinante
para causar a morte das larvas do inseto. A relagao entre a alta afinidade de ligacdo e a
pouca ou nenhuma toxicidade ainda nao é conhecida, sugerindo que a ligagao inicial toxina-
receptor pode ndao ser um bom indicativo da fungao do receptor na toxicidade e que a
insercdo na membrana pode ser melhor co-relacionada com a toxicidade, (ARONSO et al,
2001).

Os isolados 544, 573, 622 e 629 de B. thuringiensis que apresentaram mais de 50%
de efetividade contra a larva de S. oryzae, foram selecionados para a estimativa das
concentragdes letais (Tabela 3). A andlise dos dados mostra que ndo houve diferencga
significativa entre os isolados 544 e 622, indicando que foram os mais virulentos, pois
apresentaram as menores ClLso. Porém, entre os dois isolados, pode-se observar que o
isolado 544 ocasionou a morte dos insetos com o menor valor da concentragao letal,
seguido dos isolados 622, 573 e 629.



Tabela 3. Teste de viruléncia de isolados de Bacillus thuringiensis para Sitophilus oryzae.

Isolados Eq. de regresséo CLso (1Co,05) n

(o]

X2

544 y=7,08+061*logx 4,70x 10° (4,31 x 10°- 6,1 x10°) 120
573 y=3,19 +0,70*log x 3,55 x 10° (3,10 x 10°—= 4,11 x 10°) 120
622 y=3,42+0,12logx 9,14 x10° (5,1 x 10°= 6,40 x 10%) 120
629 y=471+0,11*logx 7,03 x10°(4,05x 10°- 5,90 x 10%) 120

6,79 n.s
8,60 n.s
6,49 n.s
7,01 n.s

n.s.. nao-significativo, * significativo ao nivel de 5%, n":

o

ndmero de insetos testados/dose, x°
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A caracterizagdo morfologica, por meio da microscopia eletrbnica de varredura,

evidenciou a presenca de trés tipos de cristais para o isolado 544: esféricos, bipiramidais e

cuboides, e os isolados 573, 622 e 629 evidenciaram a presenca de cristais esféricos

(Figura 2).
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= pay, &

Isolado 622

Isolado 629

Figura 2. Micrografia eletrdbnica de varredura da mistura esporo-cristal; cb:cristal

bipiramidal; cc: cristal cubdide; ce: cristal esférico; ep: esporo.

A formacdo de cristais pode estar associada ao tipo de proteina Cry e,
consequentemente, ao seu gene cry (HOFTE & WHITELEY, 1989), fornecendo indicacdes
sobre a atividade inseticida dos cristais de um isolado (TAYLOR et al., 1992; LERECLUS et
al.,1993; HABIB & ANDRADE,1998).

Dessa forma, o isolado 544, tem em seu conjunto morfoldgico a proteina bipiramidal
com tamanho de 130 kDa (Figura 2) descrita como ativa para a ordem Lepidoptera
(SCHENEPF et al., 1998). Esses resultados foram confirmados na analise de PCR,
utilizando o iniciador gral-cry1 descrito por Bravo et al. (1998). Os cristais cubdides podem

estar associados com a proteina do tipo Cry2, presente neste isolado, também por analise
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de PCR, apresentando toxicidade contra lepidopteros e dipteros (HOFTE et al., 1988); no
entanto, essa proteina nao foi visualizada na analise de SDS-PAGE, com tamanho de 70
kDa, segundo Crickmore (2008).

1 2 3 45 67 8

170kDa
130kDa 130kDa
100kDa 100kDa
70kDa 70kDa
55kDa 55kDa
44kDammmp
40kDa
35kDa

Figura 2. Analise por SDS-PAGE da mistura esporo-cristal para isolados de B. thuringiensis
em gel de poliacrilamida a 8%.1: Marcador de tamanho molecular Fermentas Page Ruler™
Prestained protein Ladder Plus #SM0671; 2: var.toworthi; 3: isolado 544; 4: isolado 573; 5:
isolado 622; 6: isolado 629; 7: var. kurstaki HD-1; 8: Marcador de tamanho molecular

Fermentas Page Ruler™ Prestained protein Ladder Plus #SM1811.

As formacdes esféricas comuns aos isolados estudados sugerem que essa
morfologia do cristal pode estar associada com a toxicidade dessa bactéria a coledpteros,
pois apresentam também o perfil protéico de 44 kDa (Figura 2) referente a proteina
Cry35Ba ativa a coleopteros (ELLIS et al., 2002; SCHNEPF et al., 2005; STORER et al.,

2006). Esses autores descreveram a agao binaria da proteina Cry34 com 14 kDa com a
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Cry35, porém este estudo nao verificou a presenga das mesmas nos perfis protéico e
génico.

Outras proteinas foram identificadas pela analise de SDS-Page, mostrando um perfil
protéico de 55 kDa para os isolados 573 e 629, indicando um novo perfil para 0s mesmos.
Para o isolado 622, uma banda de 120 kDa foi encontrada (Figura 2), esse fato pode indicar
uma nova proteina Cry, ja que este isolado nao apresentou em seu perfil morfolégico o
cristal bipiramidal, que é descrito por Bravo et al. (1998) com peso de 120 kDa.

Contudo, este trabalho evidencia que as relagcbes entre o perfil génico para o gene
cry35Ba, as proteinas de 44 kDa e a morfologia esférica estdo presentes em todos os
isolados efetivos para S. oryzae. Embora neste estudo nédo fosse possivel encontrar
isolados ativos para S. oryzae que apresentassem, concomitantemente, os genes da
proteina Cry34 e Cry35Ba, estando o gene cry34 ausente nos isolados toxicos, a larva do
inseto S. oryzae seguiu 0 modelo de agao binaria proposto pelos autores Ellis et al. (2002) e
Schnepf et al., (2005).

No entanto, nem sempre os resultados obtidos em laboratério correspondem aos de
campo, onde existe a dificuldade de avaliar alguns parametros biolégicos (Polanczyk &
Alves, 2005), o que reforga a necessidade de medidas de controle para S. oryzae em graos
de milho armazenados. Uma alternativa € o uso de milho geneticamente modificado
expressando a proteina Cry35Ba de B. thuringiensis nos graos, protegendo-os contra larvas

de S. oryzae.
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5. CONLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho, realizados com os isolados brasileiros da

bactéria B. thuringiensis, evidenciam que:

e Da colegdo de 1.073 isolados de B. thuringiensis, 60 demonstraram o gene cry35Ba,
selecionando-os previamente para os bioensaios.

e Dos 60 isolados de B. thuringiensis, somente nos isolados 544, 573, 622 e 629 foi
detectada atividade toxica contra S. oryzae acima de 50%.

e Os cristais produzidos pelos isolados toxicos de B. thuringiensis apresentam formato
esférico em comum.

e O isolado 544 apresentou, além da forma esférica do cristal, cristais bipiramidais e
cubdides.

e Os quatro isolados toxicos de B. thuringiensis demonstraram um perfil protéico de 44
kDa referente ao cry35Ba.

e Com as evidéncias observadas neste trabalho, sobre a toxicidade dos isolados
brasileiros de B. thuringiensis contra o coledptero S. oryzae, apresenta possiveis
relacdes entre a presencga do gene cry35Ba, a morfologia esférica do cristal e o perfil
protéico de 44 kDa.

e Portanto, a bactéria B. thuringiensis deve ser mais bemexplorada pelos profissionais
envolvidos no processo de transferéncia dessa tecnologia para o agricultor,

ressaltando as vantagens ambientais de sua utilizagio.
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