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CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis PATOGENICOS
A Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO -
Bacillus thuringiensis durante sua fase de esporulacdo produz proteinas cristal,
codificadas pelos genes cry, podendo atingir pragas de diversas ordens. Esta
bactéria é utilizada no controle de pragas como a Spodoptera frugiperda,
causadora de sérios prejuizos na agricultura. O objetivo desta pesquisa foi
caracterizar os isolados MT6, MT7, SP8, SP6, PR2 e as linhagens H D73 e CRY-B
de B. thuringiensis visando o controle de S. frugiperda. Foi utilizada a técnica de
PCR que permitiu a identificacdo das subclasses do gene cry1A (Aa, Ab, Ac e Ae).
O RAPD determinou similaridade entre todos os isolados e linhagens e somente a
subsp. CRY(-)B apresentou 50 % de similaridade em relacdo as demais.
Evidenciaram-se dois perfis diferentes entre todos e a B auséncia plasmidial na
subsp. CRY(-). A resisténcia e susceptibilidade aos antibiéticos estreptomicina,
canamicina, rifampicina e eritromicina, nas concentracdes de 40, 60, 80, 100 e 120
ug/ml, permitiu constatar que somente a linhagem CRY(-)B apresentou resisténcia
para rifampicina. Todos os isolados e linhagens foram resistentes a canamicina e
susceptiveis a eritromicina e para estreptomicina todos foram resistentes em
concentracao variadas. Nos bioensaios os isolados MT6, MT7, PR2, SP6, SP8 e a
linhagem HD73, demonstraram potencial no controle de lagartas de primeiro instar

de S. frugiperda.

Palavras-Chave: antibioticos, genes cry, perfil plasmidial, RAPD
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Bacillus thuringiensis ISOLATES CHARACTERIZATION PATHOGENIC TO
Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

SUMMARY -
Bacillus thuringiensis is an entomopathogenic bacteria that during sporulation
produces crystal proteins, coded by cry genes, able to act on a great number of
organisms. Such bacteria is used to control agronomic pests such as Spodoptera
frugiperda, the causal agent of serious problems on the agroindustry. The aim of
the present work was to characterize the isolates MT6, MT7, SP8, SP6, PR2 and
the strains of the bacterium B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 e CRY(-)B
aiming the control of S. frugiperda. The RAPD have determined 90% of similarity
among the isolates and the strain CRY (-)B presented 50% similarity with the other
ones. The plasmid profiles analyses has revealed similarities among the isolates
SP6, SP8, MT6 and MT8 and differences between this strain HD-73 and isolate
PR2. The MICs were conducted with the antibiotics streptomycin, kanamycin,
rifampicin and erythromycin on the following concentrations 40, 60, 80, 100 and
120 ug/ml. Only the strain CRY(-)B has presented resistance to rifampicin. The
bioassays results have shown that the MT6, MT7, SP8, SP6, PR2 isolates and the
HD-73 exhibited 100 % efficiency for the biological control of S. frugiperda larvae.

Key-words: antibiotics, cry genes, plasmid profile, RAPD



1. Introducao

Dentre os organismos empregados no controle biolégico, o Bacillus thuringiensis
(Bt) destaca-se por ser um organismo que durante sua fase de esporulacdo produz
inclusbes cristalinas (proteinas cristal), que sao responsaveis pela atividade
entomopatogénica de algumas linhagens pela qual a espécie é conhecida. As proteinas
cristal ou d-endotoxinas sdo codificadas por genes denominados cry, e podem ser
patogénicas aos insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, ordem Acari e
filo Nematoda.

O controle bioldégico através de B. thuringiensis vem sendo empregado em busca
de uma forma mais eficaz de controle sobre os diversos tipos de pragas, visando
minimizar ou até mesmo substituir o controle quimico, por nao ser téxico aos humanos,
a fauna, a flora, por ndo se poluente aos ecossistemas e nao atingir os inimigos naturais
dos insetos alvos devido a especificidade dos genes cry.

Esses fatos propiciaram estudos na identificacdo dos genes cry e a
caracterizacao de isolados de B.thuringienisis, pois a patogenicidade e a especificidade
de uma linhagem sao determinadas pelos tipos de genes cry funcionais que a mesma
possui, aliado ao fato desses evidenciarem alto grau de variabilidade genética para esta
espécie.

Existem varios tipos de classes e subclasses dos genes cry, sendo que
atualmente os genes ja caracterizados e catalogados, bem como as linhagens
consideradas padrées de B. thuringiensis, da qual um determinado gene foi
originalmente identificado, podem ser encontrados nos sites:
http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/index e http://www.bgsc.org/,

“Bacillus Stock Center”, Ohio State University, sendo os mesmos constantemente
atualizados.

Avancos recentes na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de
técnicas capazes de caracterizar os isolados B. thuringiensis. Técnica como a PCR

(MULLIS & FALOONA, 1987), tornou-se essencial na identificacdo dos genes cry, na



caracterizacdao de isolados pouco conhecidos e indicando a especificidade de cada
gene para uma determinada ordem de insetos - pragas (CAROZZI et al., 1991; BRAVO
et al., 1998; PORCAR & JUAREZ-PEREZ, 2003). Estudos realizados através de
andlises de perfis plasmidiais e pela técnica de RAPD-PCR demonstraram informagoes
importantes na caracterizacao de isolados de B. thuringiensis. Pesquisas utilizando
antimicrobianos associados a técnica de PCR, também demonstraram eficiéncia na
caracterizacao e identificacdo de novos isolados de B. thuringiensis. Estes estudos
colaboram no desenvolvimento de bioinseticidas a base deste patdégeno no Brasil e em
todo mundo, efetivos no controle de muitas pragas, principalmente de Spodoptera
frugiperda, (Lepidoptera: Noctuidae) praga que atinge diversas culturas.

A busca pelo desenvolvimento de um controle biol6gico eficiente e seguro, nao
somente para S. frugiperda, mas para outras pragas, € fundamental devido ao uso
inadequado de inseticidas quimicos. A utilizacao dos inseticidas quimicos tem causado
nos ultimos anos um desequilibrio nos ecossistemas por poluirem o meio ambiente,
atuarem sobre 0s inimigos naturais dos insetos-pragas e promoverem o surgimento de
populacdes de insetos-pragas resistentes. Além dessas conseqliéncias, este tipo de
controle, muitas vezes, ndo possuem eficacia desejada e apresentam um alto custo,
pois sao necessarias varias aplicacdes para apresentarem o resultado desejado.

Dentre os muitos insetos pragas estudadas com a finalidade de serem
controlados com a utilizacdo de B. thuringiensis, a lagarta-do-cartucho destaca-se como
fonte de estudo de muitos centros de pesquisas por causar danos a culturas
importantes, como algodao, amendoim, arroz, batata, cana-de-acucar, hortalicas, soja,
trigo e o milho. No Brasil S. frugiperda é a principal praga da cultura do milho (CRUZ,
1995; GRUTZMACHER et al., 2000; GALLO et al., 2002) podendo reduzir sua producéo
em até 34%, dependendo do estagio de desenvolvimento da planta (Carvalho 1970,
Cruz et al. 1996). Pesquisas com B. thuringiensis mostraram excelentes resultados no
controle desta praga, relatando altos indices de mortalidade quando utilizado isolados
que apresentam as classes e subclasses do gene cry1, o qual também é eficiente para
outros insetos da Ordem Lepidoptera (PRACA et al.,, 2004; POLANCZYK, 2004;
CAVALEIRO et al., 2005).



Este trabalho teve por finalidade a caracterizacédo de isolados de. B. thuringiensis
por meio de técnicas moleculares, microbiolégicas, e bioensaios de patogenicidade
visando o controle bioloégico de S. frugiperda.



2. Revisao de Literatura

2.1. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis é uma Dbactéria Gram-positiva, aerobia facultativa,
quimioheterotréfica, cuja temperatura ideal de crescimento é 302 C. Possuem forma de
bastonete e quando em condicbes especificas, em geral desfavoraveis ao seu
crescimento, desenvolvem um ciclo de esporulagéao tipico dos bacilos.

No inicio de sua esporulagdo sao sintetizadas grandes quantidades de proteinas
que possuem atividade inseticida. As proteinas acumuladas formam um corpo de
inclusao cristalina, razao pela qual elas sdo denominadas Cry (YAMAMOTO & DEAN,
2000). Esta inclusao protéica é o fator que caracteriza a espécie de B. thuringiensis e

confere a muitas linhagens a caracteristica entomopatogénica (Figura 1).

B—»

A—>»

Figura 1. Foto de microscopia de contraste de fase de Bacillus thuringiensis em fase de

esporulacdo. (A) indica o esporo e (B) o cristal.

Quando ocorre a ingestao dos esporos e cristais pelos insetos, os cristais sdo
solubilizados em pH alcalino, originando as protoxinas que em presenga de enzimas



digestivas (proteinases) sao convertidas em quatro ou mais polipeptidios toxicos (&
endotoxinas). Essas toxinas hidrolisadas atravessam a membrana peritrofica, ligam - se
a receptores especificos localizados na membrana apical das células colunares do
intestino médio do inseto, interferindo no gradiente ibnico e no balango osmaético da
membrana apical formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana. O
aumento na absorcao de agua causa lise celular e eventual ruptura e desintegragao das
células do intestino médio.

De acordo com KNOWLES (1994), o intestino dos insetos suscetiveis geralmente
possui um pH elevado, o0 que evita a germinacao dos esporos ingeridos do patégeno.
Porém as &endotoxinos cousam pardisia infestind, refendo os esporos e destruindo a
parede do intestino. O conteldo intestinal mistura-se ao da hemolinfa, reduzindo seu pH
e disponibilizando nutrientes necessarios para iniciar a germinagdo dos esporos. O
inseto morto serve entdo como fonte de nutrientes para o crescimento vegetativo da
bactéria.

O inseto também pode morrer por inanicao, uma vez que pouco tempo apds a
infeccdo o inseto cessa a alimentacao (COPPING & MENN, 2000).

COPPING & MENN (2000), ressaltam que diferentes toxinas ligam-se a
diferentes receptores em diversas espécies de insetos e com intensidade variada, o que
explica a especificidade em diversas espécies de insetos.

A expressdao das toxinas é regulada por dois mecanismos: o primeiro é
dependente de fatores sigma especificos da fase de esporulagcédo, onde esta baseada a
classificacdo da maioria dos genes cry, e outro independente do processo de
esporulacdo, como o0 gene vip3, cujos fatores sado tipicos da fase de crescimento
vegetativo (VALADARES-INGLIS et al., 1998).

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem sao determinadas pelos
tipos de genes cry funcionais que a mesma possui, como por exemplo, o gene crylA
tem sua especificidade voltada para Lepiddpteros, o gene cry11B para Dipteros, e o
gene cry8A para Coleopteros, entretanto a mesma bactéria pode conter mais do que
um tipo de gene cry, e pode ser efetiva no controle de mais de uma ordem de insetos.

Os genes cry podem estar localizados no cromossomo, nos plasmidios ou em



ambos, porém algumas linhagens apresentam esses genes somente em plasmidios,
como por exemplo, a subespécie kurstaki HD73 (LERECLUS et al., 1993) que contém o
gene crylAc localizado em um unico plasmidio de 50 MDa. Na variedade israelensis
também foram encontrados cinco genes, sendo quatro codificadores de &-endotoxina e
um gene que codificador de citolisina, todos localizados em um Unico plasmidio de 72
MDa ( BOURGOUIN et al. 1988).

Varias cepas de B. thuringiensis também produzem outras endotoxinas, de
menor peso molecular (25-28KDa), denominadas de endotoxinas citoliticas (Cyt).
Diferente das &endofoxinos, s Cyt possuem um maior espectro de agdo contra
insetos, tanto in vivo como in vitro. Os genes que codificam estas toxinas estdo contidos
em plasmidios grandes com 125 kb, que também contém genes que codificam as
toxinas Cry (GLARE & O’CALLAGHAM, 2000).

B. thuringiensis pode produzir outra toxina chamada G&-exotoxing, também
denominada thuringiensina. Esta toxina possui atividade inseticida que abrange um
grande numero de insetos, pérem como é tbéxica para os vertebrados, a maioria dos
bioinseticidas a base de B. thuringiensis utiliza subespécies que nao produzem a &
exotoxina.

Recentemente foi descoberta uma nova classe de toxinas, denominadas VIPs ou
proteinas vegetativas, com elevada toxicidade para lepiddpteros, incluindo a S.
frugiperda (GLARE & O’'CALLAGHAM, 2000).

A caracterizacao dos tipos de toxinas produzidas por B. thuringiensis é de grande
relevancia, pois nos leva ao entendimento da funcéo e distribuicdo de seus genes, sua

importancia ao meio ambiente, e sua utilizacao no controle de insetos pragas.

2.2 Perfis plasmidiais na espécie Bacillus thuringiensis

Uma caracteristica comum entre muitas subespécies de B. thuringiensis é a

presenga de um complexo arranjo de plasmidios, local onde se encontra muitos genes

cry, embora existe linhagens de B thuringiensis que sdo ausentes dos mesmos.



Os plasmidios sao fragmentos de DNA circulares capazes de se multiplicar
independentemente do cromossomo da célula hospedeira. Na pratica, a diferenca é que
o DNA cromossdémico é relativamente estavel enquanto que o DNA plasmidial é
facilmente transportavel de uma linhagem para outra, permitindo uma transferéncia em
conjunto de genes de resisténcia (KONEMAN et al., 1997).

Os genes que codificam as proteinas cristal, fazem parte de uma estrutura
complexa, a qual inclui varios elementos genéticos méveis, como transposons e IS
(Insertion Sequences). Acredita - se que esta caracteristica, associada ao processo de
conjugacao, seja responsavel pela multiplicidade dos genes cry (KRONSTAD &
WHITELEY, 1984; LERECLUS et al., 1984), cuja dispersdao provavelmente ocorre no
habitat deste microrganismo. Entretanto, os plasmidios de B. thuringiensis parecem
estar em constante evolugcao devido a conjugacado entre diferentes linhagens, sendo
bem determinada tanto em laboratério (GONZALEZ et al., 1981), em insetos (JARRET
& STEPHENSON, 1990; VILAS-BOAS et al. 1998) quanto em solo esterilizado (VILAS-
BOAS et al., 2000; THOMAS et al. 2001). Portanto, devido a essas caracteristicas,
muitos isolados podem apresentar diferentes plasmidios com diferentes genes cry,
determinando varios tipos de perfis plasmidiais, aumentando assim, o grau de
heterogeneidade genética da espécie.

Sendo esses fatos relevantes, deve-se considerar a manutencao de
determinados plasmidios, bem como sua estabilidade, persisténcia e multiplicacdo
dentro das células hospedeira, principalmente durante sua fase de reproducéo.
Segundo VILAS-BOAS (2004), estudos de perfis plasmidiais de linhagens isoladas de
diferentes areas geograficas indicaram grande variabilidade genética, porém, alguns
isolados demonstraram perfis plasmidiais semelhantes, inferindo a necessidade de
testes para descobrir se sdo ou ndo clones, apesar da grande distancia geografica.

A transferéncia de plasmidios em bactérias da mesma espécie no meio ambiente
€ um processo comum, no entanto, REDDY et al. (1987), demonstraram a distribuicao
de plasmidios de baixo peso molecular em linhagens receptoras de B. thuringiensis, B.
cereus ou B. anthracis, onde se observou a existéncia de linhagens doadoras de um
plasmidios de alto peso molecular, responsavel pelas transferéncias dos plasmidios



pequenos.

Entre varios meios de caracterizacdo de B. thuringiensis, o estudo do perfil
plasmidial associado a técnica de RAPD-PCR demonstraram informag6es importantes
de muitos isolados quando utilizado essas técnicas (VILAS-BOAS & LEMOS, 2004). O
perfil plasmidial tornou-se importante como principio para outras pesquisas como:
conjugacao, eletroporacao, seqiénciamento, clonagem, dentre outras.

Como padronizacao, em 1976 foi proposta a nomeacéao dos plasmidios (NOVICK
et al., 1976), ainda bem aceita atualmente, consistindo em identifica-los com a letra p
(plasmidio) seguida das iniciais dos pesquisadores que o estudaram ou do laboratério

que ele foi identificado, seguido por um nuamero de identificagao.

2.3. Resisténcia de bactérias a antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo, que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos que impedem a acdo das drogas. A resisténcia pode ser originada de
mutacdes que ocorrem nos microrganismos durante sua multiplicacdo, que resultaram
de erros de copia na seqiiéncia de bases que formam o DNA, responsavel pelo codigo
genético (SAUNDERS, 1984).

Os mecanismos de resisténcia das bactérias envolvem alguns conceitos
importantes. Resisténcia simples, por exemplo, é uma denominagdo usada para
microrganismos que sao resistentes a um unico tipo de droga, ja a resisténcia multipla
significa resisténcia simultdnea a dois ou mais antibiéticos. Resisténcia cruzada é o
termo utilizado quando o mecanismo bioquimico de resisténcia a uma droga € o mesmo
que para outras (TAVARES, 1996).

Os genes que codificam a resisténcia aos antibiéticos podem estar localizados
no cromossomo ou em elementos extracromossdémicos, como por exemplo, 0S
plasmidios. A transferéncia de marcadores de resisténcia, plasmidiais ou

cromossémicos, entre bactérias, pode ocorrer através de trés mecanismos de



recombinacdo génica conhecidos: transformacdo, transducdo e conjugacdo. Os
transposons sao fatores de transferéncia adicionais que ajudam os plasmidios a
transportarem os genes de resisténcia de um organismo a outro. Estes elementos
genéticos podem carregar porcdes dos plasmidios ou do DNA cromossémico
(KONEMAN et al., 1997).

A sensibilidade dos microrganismos a acao das drogas antimicrobianas pode ser
determinada in vitro por meio do antibiograma. O teste pode ser utilizado para a
verificacdo do efeito bactericida ou bacteriostatico, bem como para a demonstracao das
drogas que exercem estes efeitos. O antibiograma consiste no cultivo dos
microrganismos, cuja sensibilidade se quer avaliar na presenca de um ou varios
antibioticos, verificando a auséncia ou nao de desenvolvimento do microrganismo no
meio onde estdo presentes as drogas ativas (GOULD, 1960; FAVA NETTO, 1975;
WASHINGTON II, 1984; TRABULSI, 1991).

O antibiograma pode ser qualitativo (método de difusdo) ou quantitativo (método
de diluigdo) (GOUD, 1960; PETERSDORF & PLORDE, 1963; PETERSDORF &
SHERRIS, 1965; CUNHA et al, 1969; SUTTER et al., 1972; GAVAN, 1974;
SUASSUNA, 1974; ROSENBLATT, 1983).

Em B. thuringiensis, além dos genes cry, sdo encontrados com freqiiéncia genes
que conferem resisténcia a antibibticos, caracteristica importante nos estudos de
caracterizacdo, isolamento, conjugacéo, estabilidade e expressdo. Nos estudos de
conjugacéo, quando o plasmidio conjugativo ndo contém genes de resisténcia, como é
0 caso do plasmidio conjugativo pHT73 que contém o gene cry1Ac, se torna necessario
marca-lo com o gene de resisténcia, para que o0 mesmo possa ser utilizado neste
processo (HU, 2004).

O uso de antimicrobianos em B. thuringiensis associado a outras técnicas como
microscopia éptica, sédo ferramentas importantes no isolamento e caracterizagdo deste
bacilo quando encontrado junto a outras espécies de bactérias como o Bacillus
sphaericus (CAVALEIRO, 2005).
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2.4 Utilizacao de marcadores moleculares do tipo PCR-RAPD

A técnica chamada de RAPD (DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso) trata-se,
segundo FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1995), basicamente de uma variacdo da
técnica de PCR. A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi
desenvolvida por Kary Mullis, em meados da década de 80 (MULLIS & FALOONA,
1987; MULLIS, 1990), consistindo em um método simples para amplificar
exponencialmente uma determinada seqiéncia de acido nucléico, mediante a sintese
de DNA in vitro. Os trés passos essenciais em uma PCR, incluem: 1) desnaturacao do
DNA a amplificar; 2) hibridacdo dos dois oligonucleotideos iniciadores (pequenas
moléculas de DNA de fita simples) a cada uma das cadeias de DNA desnaturado; e 3)
extensdo dos oligonucleotideos iniciadores mediante uma DNA polimerase estavel
(DUCASSE, 1999).

A identificagdo dos genes cry em linhagens de B. thuringiensis é feita
ultimamente através do emprego das reagdes de PCR, com diferentes pares de
oligonucleotideos iniciadores, selecionados a partir de regides conservadas e também
de regides nao conservadas, dos diferentes grupos de genes cry, 0s quais sao
identificados segundo as diferencas de tamanho dos produtos amplificados. Os
oligonucleotideos iniciadores sao sintetizados artificialmente de maneira que suas
seqUéncias de nucleotideos sejam complementares a seqliéncias especificas que
flanqueiam a regido alvo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre diversos estudos com marcadores moleculares, o uso do RAPD é
bastante difundido e suas aplicacbes sdao amplas, como: construcdo de mapas
gendmicos, analise da estrutura e diversidade genética em populagbes naturais,
programas de melhoramento de animais e plantas, e clonagem de genes.

WILLIAMS et al. (1990) propuseram a utilizagdo de “primers”, ou iniciadores,
mais curtos e de sequiéncia arbitraria para conduzir a reacao de amplificacdo de RAPD,
eliminando a necessidade de conhecimento prévio de seqliiéncia, como a técnica de
PCR. Outra diferenca entre a PCR e o RAPD ¢é a utilizacdo de apenas um “primer” ao

invés de um par de “primers”.
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Para que haja amplificacdo de um fragmento RAPD no genoma analisado, sao
necessarias duas seqiéncias de DNA complementares ao “primer” arbitrario e estas
devem estar suficientemente adjacentes (< 4000 pares de bases) e em orientacédo
oposta, de maneira a permitir a amplificacao exponencial de um segmento de DNA pela
DNA polimerase (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Em seguida, os segmentos
amplificados podem ser visualizados sob luz ultravioleta (devido a grande quantidade
de DNA produzido) diretamente na forma de uma banda em um gel de eletroforese,
geralmente de agarose corado com brometo de etidio. Cada “primer” arbitrario utilizado
dirige a sintese de varios segmentos de DNA simultaneamente em diversos pontos do
genoma, resultando em varias bandas no gel.

Os marcadores RAPD apresentam algumas vantagens em relacdo a outros
métodos de andlise do DNA. Por estar fundamentada na amplificacdo de DNA, essa
técnica pode ser simples e rapida. Uma colecdo de “primers” arbitrarios viabiliza
andlises genémicas para qualquer individuo de varias espécies, eliminando a utilizagdo
de radioisétopos e dispensando o desenvolvimento de sondas especificas (WILLIAMS
et al.,1990). Outra importante vantagem €& a quantidade minima de DNA necessaria
para analise genotipica de um individuo.

Segundo CLAEYS et al (2004), uma série de estudos tem obtido sucesso
utilizando a técnica de RAPD para distinguir cepas de bactérias de diversas espécies.

Esta metodologia permite 0 acesso a informacdes acerca da biodiversidade em
um grupo de isolados, no entanto, sua desvantagem € que ndo pode ser usada como
um método de caracterizagao universal, como a sorotipagem, pois mesmo as menores
variagbes nos procedimentos experimentais resultam em um padrdao de bandas
diferentes, limitando sua aplicacdo a apenas um Uunico laboratério. Por este motivo,
alguns estudos sobre variabilidade genética e caracterizacdo de isolados de B.
thuringiensis, tem utilizado a técnica de RAPD, associada a outros métodos, como
perfis plasmidais, PCR, indicando assim, resultados mais concisos (VILAS BOAS &
LEMOS, 2004).

A anélise de RAPD pode ser complementar a técnica de sorotipo flagelar usada
para a caracterizacdo genotipica de diferentes linhagens de B. thuringiensis
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(PATTANAYAK et al., 2001).

HAZEM & MANAR (2003) utilizou a técnica de RAPD, andlise morfoldgica,
fisioldgica, bioquimica e susceptibilidade antimicrobiana, para avaliar a taxonomia e a
similaridade entre diferentes isolados de Bacillus termotolerantes.

A técnica de RAPD associada ou ndo a outras técnicas tem demonstrado

eficiéncia nos estudos de similaridade genética de diversos organismos.

2.5. Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) foi reconhecida
pela primeira vez em 1797, na Gedrgia (EUA) por J. E. Smith. Este inseto possui ampla
distribuicao geografica, ocorrendo desde a regiao central dos EUA até a Argentina e em
algumas ilhas a oeste da india (BERTELS, 1970; PEDIGO, 1989) (Figura 2).

S. frugiperda é um inseto de metamorfose completa e os adultos, de habito
noturno, acasalam-se trés dias apds a emergéncia. As fémeas podem colocar cerca de
1000 a 2000 ovos € as lagartas eclodem entre dois e trés dias ap6s a postura dos ovos
(FERRAZ, 1982). Durante a fase larval o inseto pode apresentar de quatro a sete
instares e a duragao desta fase varia de 12 a 30 dias (PARRA & HADDAD, 1989). Ao
completar o desenvolvimento a lagarta penetra no solo, onde se transforma em
crisdlida, no campo dura em média 11 dias (VALICENTE & CRUZ, 1991) e no
laboratério a duragéo desta fase esté entre 8 e 11onze dias (SILVEIRA et al., 1997). Os
adultos emergem a noite e apresentam acentuado dimorfismo sexual, com as asas
anteriores de cor parda escura, e as posteriores, branco-acinzentada (CRUZ, 1995;
FERRAZ, 1982).
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Figura 2. Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Dependendo do instar que a lagarta se encontra, sua presenca na cultura de
milho causa danificacdo nas folhas e dejetos no centro da planta. Quando as lagartas
sao recém-eclodidas atacam o milho no parénquima foliar de uma das faces da folha,
deixando apenas uma epiderme membranosa, conferindo um aspecto transparente a
folha e em instares mais adiantado os insetos passam a perfura-las. Quando o ataque
ocorre nos estagios iniciais da cultura, pode causar a morte das plantas. Pode também
se dirigir para a regiao da espiga, atacando o pedunculo e impedindo a formacao de
graos. Pode ainda penetrar nas espigas na sua por¢ao basal e danificar diretamente os
graos ou alimentar-se da ponta da espiga. Os danos mais severos sdo causados por
lagartas de quinto e sexto instares (CARVALHO, 1982, CRUZ & TURPIN, 1982;
WAQUIL et al., 1982; BIANCO, 1991; VALICENET & CRUZ, 1991).

A lagarta-do-cartucho é a principal praga da cultura do milho devido a sua
ocorréncia generalizada e ao seu potencial de ataque em todas as fases de
desenvolvimento da planta, provocando quedas significativas no rendimento (CRUZ &

TURPIN, 1982). Quando o ataque ocorre na fase inicial da cultura, essas perdas sao
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ainda mais significativas devido a morte das plantulas e a diminuicdo do numero de

plantas por unidade de area.

Este inseto é de dificil controle devido a sua ampla gama de hospedeiros e sua
grande capacidade de dispersdao durante o periodo de cultivo (KNIPLING, 1980). A
lagarta-do-cartucho ataca também algodao, alfafa, amendoim, arroz, aveia, batata,
batata doce, cana-de-acucar, hortalicas, soja e trigo, porém, sendo mais comum em
gramineas.

Segundo alguns autores, o controle quimico é ainda o mais utilizado para a
lagarta-do-cartucho, atualmente o uso mais comum é dos inseticidas pertencentes ao
grupo dos reguladores de crescimento, como o Lufenuron (GRUTZMACHER et al.,
2000), que atua na sintese de quitina, alterando o processo de ecdise (GALLO et al.,
2002). Esses inseticidas possuem alta especificidade, além de apresentarem baixa
toxicidade para mamiferos (SCHROEDER et al., 1976; SCHROEDER & SUTTON,
1978; GROSSCURT, 1978). Atuam também sobre os adultos, que se contaminam ao
se alimentarem provocando esterilidade dos mesmos, e reduzindo sua fecundidade e
afetando a viabilidade dos ovos (AVILA e NAKAMO, 1999).

Dentre as dificuldades de controle deste inseto, destacam-se a localizacao da
lagarta-do-cartucho dentro do cartucho e a decisdo do método de controle baseado nos
sintomas externos das folhas perfuradas, os quais ndo comprovam a presenca do
inseto no interior do cartucho (GALLO et al., 2002; COOPLANTIO, 2003). Além disso,
existem casos de relatos de evolucdo da resisténcia desta praga aos inseticidas
quimicos, (YU, 1992; DIEZ-RODRIGUES & OMOTO, 2001), mostrando que este tipo de

controle apresenta também sérias limitagcoes praticas.

Segundo CRUZ & BIANCO (2001), o controle com inseticidas via pulverizacao
torna-se pouco efetivo em plantulas devido a reduzida area foliar, dificultando a
retencédo do produto nas folhas e diminuindo o seu poder de acao residual. A utilizacéo
de produtos sistémicos via tratamento de sementes, nesse caso, tem-se constituido em

alternativa viavel.
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Buscando um controle mais eficiente, nao poluente e especifico a S. frugiperda,
iniciou-se estudos utilizando B. thuringiensis. Embora estudos iniciais foram
considerados pouco eficientes no controle desta praga, atualmente no Brasil e em
outros paises, muitas pesquisas tem demonstrado o potencial do controle biolégico
através de B. thuringiensis (SALVADORI et al., 1986; VALICENTE et al., 1995; SILVA-
WERNECK et al., 2000). A busca por novas linhagens, ndo apenas no controle de
lepidépteras, mas no controle abrangendo um grande espectro de insetos — pragas de
diferentes ordens estdo sendo realizado por muitos centros de pesquisa.

A maioria dos produtos de B. thuringiensis usada para controlar lepiddpteros-
praga é baseada na mistura esporos-cristais, produzidos pela estirpe HD-1 de B.
thuringiensis subsp. kurstaki, a qual tem amplo espectro de atividade larvicida dentro da
Ordem Lepidoptera (NAVON, 1993).

Estudos que buscam a selecdo de novos isolados de B. thuringiensis mais
efetivos no controle desta praga sao desenvolvidos principalmente através da
identificacdo de genes cry e avaliagdo do modo de acao de suas toxinas (BOHOROVA
et al., 1996; BRAVO et al., 1998; DIAS et al.,, 1999; SILVA-WERNECK et al., 2000;
ARANGO et al.,, 2002). Segundo POLANCZYK et al (2000) varias linhagens de B.
thuringiensis se mostram patogénicas em estudo com larvas de segundo instar de S.
frugiperda.

Ao estudar 205 isolados de B. thuringiensis provenientes de diferentes regides
brasileiras no controle de S. frugiperda, SILVAWERNECK et al. (2000), identificou
apenas um isolado, denominado de S93, que causou 100% de mortalidade em larvas
de terceiro estagio, demonstrando também ser mais téxico do que a estirpe HD-1 de Bt
subsp kurstaki isolado do produto Dipel. Este isolado foi sorologicamente caracterizado
como B. thuringiensis subsp. kurstaki (H3a: 3b), e também produziu cristais protéicos
bipiramidais analisados pelo microscépio éptico sob contraste de fase e morfologia de
cristais tipicos de proteinas da classe cryl, as quais apresentam atividade contra
lepidépteros (HOFTE & WHITELEY, 1989).

Outros estudos buscam linhagens que atuam simultaneamente em diversas

pragas, como nas pesquisas de PRACA et al. (2005), que demonstraram ao estudar
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300 estirpes de B. thuringiensis que apenas dois isolados foram simultaneamente
efetivos contra larvas de S. frugiperda, Anticarsia gemmatalis, Anthonomus grandis,

Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.
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3. Material e Métodos

As anadlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Campus de Jaboticabal. Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério
de Entomologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito
Santo.

3.1. Linhagens e isolados de Bacillus thuringiensis

As linhagens de B. thuringiensis subsp. Bt kurstaki HD73 (cédigo de acesso BSC
- 4D4) e subsp. CRY(-)B (cédigo de acesso BSC — 4D11) foram gentilmente cedidos
pelo “Bacillus Stock Center” (BSC), Ohio State University, EUA e os isolados MT6, MT7,
SP8, SP6 e PR2 foram provenientes da colecdo de isolados de B. thuringiensis
mantidas no LGBBA (Tabela 1). Foi utilizado como controle positivo no RAPD-PCR e
Bioensaio a subsp. Bt kurstaki HD-1 (BSC - cédigo do LGBBA - 16) e na reacao de PCR
os isolados BR6 e BR7 (Tabela 1) provinientes da colecao do LGBBA .

Os isolados MT6, MT7, SP8, SP6 e PR2 e a subsp. Bt kurstaki HD73, foram
selecionados para este estudo por apresentarem o gene crylA, um complexo arranjo
plasmidial e uma possivel agao patogénica contra insetos da Ordem Lepidoptera.

A subsp. CRY(-)B foi escolhida por ser acristalifera (STAHLEY et al.,1978), para
que através da caracterizacdo por técnicas atuais ampliar o conhecimento desta
linhagem e verificar a possibilidade de se tornar um controle padréo para as técnicas
utilizadas neste trabalho.
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Tabela 1. Isolados provenientes da colecdo do LGBBA.

Caddigo Caddigo Local de isolamento Estado Regiao
LGBBA Original

542 PR2 Chapeco PR Sul

506 MT6 Cuiaba MT Centro Oeste
507 MT7 Cuiaba MT Centro Oeste
533 SP8 Aguas de S&o Pedro SP Sudeste
532 SP6 Piracicaba SP Sudeste
67 BR6 Londrina PR Sul

68 BR7 Londrina PR Sul

3.2. Procedimentos para o cultivo de isolados e linhagens de B. thuringiensis

3.2.1 Recuperacao e armazenamento das linhagens cedidas pelo “Bacillus Stock
Center.

As linhagens cedidas pelo “Bacillus Stock Center” estocadas em pequenos
discos de papel foram depositadas em erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de BHI
liquido (Brain Heart Infusion Broth, contendo infusdo de cérebro 12,5 g/L, infusdo de
coracao 5 g/L, peptona 10g/L, glicose 2 g/L, cloreto de sodio 5¢/L e fosfato disédico de
hidrogénio 2,5 g/L ) e agitados a 80 rpm (Orbital Shaker) a 30°C, por 12 h, para
recuperagao das linhagens. ApOs este processo, 100 pl de cada solugdo foram
distribuidos em placas de Petri contendo Nutriente Agar (extrato de carne 3,0 g/l;
peptona de gelatina 5,0 g/l; agar 15,0 g/l, pH 6.8), espalhadas com o auxilio de uma
alca de Drigalsky esterilizada e incubadas em estufa a 302 C por um periodo de trés a
cinco dias para esporulagao.
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Apos a esporulagdo, realizou-se uma analise por microscopia optica através de
um esfregaco das células bacterianas em laminas, verificando a presenca de cristais
protéicos e de possiveis contaminantes.

A seguir, sobre as placas de Petri contendo os esporos/cristais adicionou-se 1 ml
de agua estéril, formando uma suspensao, onde foram imersas fitas de papel de filtro
estéreis. As fitas de papel umedecidas foram colocadas para secar a temperatura
ambiente e em seguida, estocadas em tubos criogénicos estéreis de 2 ml. Uma das
fitas foi colocada em um tubo criogénico com 1ml de agua estéril para ser utilizada

como solucéao de trabalho.

3.2.2. Cultivo dos isolados e linhagens de B. thuringiensis

Para o cultivo das células bacterianas, uma pequena quantidade de células da
solucao de trabalho foi semeada com o auxilio de uma alca de platina estéril em placas
de Petri contendo meio BHI sélido (Brain Heart Infusion Agar, contendo infusdo de
cérebro 12,5 g/L, infusdo de coracédo 5 g/L, peptona 10g/L, glicose 2 g/L, cloreto de
sédio 5¢/L, fosfato disdédico de hidrogénio 2,5 g/L e 15,0 g/L de agar) e incubadas a
30°C, por 12 h para o crescimento das bactérias. Ap6s esse periodo, com uma algca de
platina foi retirada uma pequena quantidade de células das placas e colocadas em
erlenmeyers de 250ml contendo 50 ml de BHI liquido, incubadas sob a agitagdao de 200
rom, a 30° C, durante 4h e 30 min, para multiplicacdo e renovacgao celular. Passado este
tempo, a turbidez foi verificada em espectrofotdmetro, utilizando-se comprimento de
onda de 600 nm para a verificacdo dos valores de absorbancia ideais para o cultivo de
B. thuringiensis que estao estabelecidos entre 0.5 e 0.8.

Em seguida, os meios de cultura contendo as células foram colocados em tubos
e centrifugados a 2.450 x g a 102 C por 15 min, para remoc¢ao do meio e obtencado de
um “pellet” de células bacterianas.
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3.3. Extracao do DNA genémico

A extragdo do DNA gendmico dos isolados e linhagens de B. thuringiensis foi
realizada conforme o protocolo de MARMUR (1961).

Utilizou-se 0,5 g do “pellet” de células bacterianas obtidas anteriormente, onde
foram ressuspendidas em 6 ml de solugéo salina (0,15 M de NaCl e 0,1 M EDTA, pH
8.0). A lise das células foi obtida com a adicdo de 0,6 ml de lisozima (20 mg/ml) e
incubacdo por 1 h e 30 min a 37°C. Posteriormente, as células foram submetidas
novamente a lise com 0,5 ml de SDS 25%, seguida de suave agitacao.

Para a precipitacdo do DNA utilizou-se 4,5 ml acetato de sédio 2,5 M, com
agitacao por 5 min. As desproteiniza¢des foram feitas com a adicdo de 11,5 ml de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1v/v) seguidos de agitacdo por 5 min, em seguida o
material foi centrifugado a 2.450 x g durante 15 min, a 4°C. Aos sobrenadantes
adicionaram-se dois volumes de etanol absoluto gelado para precipitacdo de acidos
nucléicos. Tais amostras foram centrifugadas a 7.740 x g por 20 min a 4°C e os
precipitados obtidos foram ressuspendidos em 1 ml de tampao TE (50 mM Tris; 10 mM
de EDTA pH 8.0). A seguir realizou-se tratamento com 25 ul de RNAse (10 mg/ml) a
37°C, por 30 min.

Um novo tratamento com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v) foi utilizado para
a retirada da RNAse, o qual foi seguido por outro tratamento com etanol absoluto para a
precipitacdo do DNA e centrifugados, seguindo as mesmas condigdes descritas
anteriormente. As amostras dos DNAs foram ressuspendidas em 1 ml de TE,
transferidas com o auxilio de uma pipeta para tubos de 1,5 ml e armazenados a -20°C,
para serem utilizados como DNA estoque em todas as técnicas desenvolvidas neste
trabalho.

3.4. PCR com iniciadores especificos das subclasses do gene cry1A
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Os oligonucleotideos iniciadores foram elaborados a partir das regides
conservadas das sequiéncias correspondentes a cada uma das subclasses do gene
cryl para insetos da Ordem Lepidoptera, obedecendo a lista de nomenclaturas das &-
endotoxinas de B. thuringiensis disponiveis no site

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/toxins2.html. Para o)

alinhamento de todas as sequéncias de cada subclasse utilizou-se o software Clustal W
(THOMPSON et al., 1994) e o software Gene Runner 3.0 (Hastings Software, Inc.).
Para algumas das subclasses cryl foram elaborados iniciadores também a partir de
regides ndo conservadas. A sintese dos oligonucleotideos foi realizada pela MWG (The
Genomic Company) e pela Bio Synthesis (Oligo Data Sheet). Como controles positivos
dessas sequéncias foram utilizados os isolados denominados BR7 para a subclasse
crylAe e BR6 para as demais subclasses, previamente caracterizados no LGBBA. As

sequéncias das regides podem ser visualizadas na tabela 2.

Tabela 2. Seqliiéncias dos iniciados referentes as subclasses do gene cry1A

Iniciadores Tamanho do produto Sequiéncias
amplificado
Cry1Aa 426 pb F 5 TATTTCCTTGTCGCTAACGC 3’
conservada R 5 CCAAACACTGAAACATCTCTC 3"
Cry1Aa 1035 pb F 5 TTCGCATCATTTCTCCTTAG 3’
nao conservada R 5 CTGTCCACGATAAATGTTCC 3’

Cry1Ab 799 pb F 5 GAGATGTTTCAGTGTTTGGAC 3’
conservada R 5 GTCCCGTCAAGAACAGATAG 3’
Cry1Ab 640 pb F 5 CGGGTAATCGCTCGTCTATC 3’
nao conservada R 5 CTTACTTCTCGCCCATTATCC 3’
Cry1Ac 712 pb F 5 GGTGCTGGATTTGTGTTAGG 3’
conservada R 5" TTCTTTCTATGCCCTGAGCC 3’
Cry1Ac 656 pb F 5 AACATTGGAGTGGAAAGAAC 3’
nao conservada R 5 TTACTTCTCGCCCATTATCC 3’
Cry1Ae 838 pb F 5 GCTCTTACAACCGCTATTCC 3’

conservada R 5 TATTATCCTGTGGTGGTATTTC 3’
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3.5. Quantificacao do DNA

As amostras de DNA extraidas foram quantificadas em espectrofotdmetro
modelo DU-640B (Beckman), diluidas na proporcao de 2 ul da solucao estoque de DNA
em 98 ul de agua esterilizada.

A quantificagdo por espectrofotometria foi feita para estimar a pureza do DNA
pela razao entre as leituras feitas a 260 e 280 nm. Preparagdes puras de DNA tém
valores para este coeficiente no intervalo de 1.8 a 2.0. Valores abaixo de 1.8 indicam
contaminacao do acido nucléico com proteina (SAMBROOK et al., 1989). Para estimar
a quantidade de DNA total foi utilizado um padrdo em que a unidade de absorbancia de
260 nm foi equivalente a 50 ug de DNA por ml de solugdo. A concentragéo final usada

como solugéo de trabalho foi de 20 ng/pl.

Para analise da qualidade do DNA extraido foram feitas corridas em géis de
agarose na concentracao de 0,8% submetidos a eletroforese por 2 ha 70 V em cuba
modelo 11-14 BRL horizontal, conduzida em tampao de corrida TEB - Tris-Borato-EDTA
1X (Tris 89 mM; H3BO389 mM; EDTA 2,5 mM, pH 8.2) previamente diluido [100 ml de
tampéo TEB para 900ml de agua estéril e 50ul brometo de etideo (10 mg/ml)].

Para comparacéo do padrao das bandas foi usado o padrdao de bandas “1kb
Ladder” da GIBCO/BRL. Os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz UV,

documentados em um fotodocumentador modelo GEL DOC 2000 (Bio-Rad).

3.6. Reacao de amplificacao de genes cry especificos

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume de 20 pl, contendo:
2 ul de DNA (20ng); 0,5 pl de dNTPs (10 mM); 0,7 pl de MgCl. (1,75 mM); 0,3 pl de
cada iniciadores (0,3 pmol de cada um); 0,3 ul da enzima Taq DNA polimerase (1,5U); 2

ul de tampao de PCR e 13,9 ul de agua destilada Milli-Q estéril (g.s.p. 20 pl), como
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controle negativo foi utilizada agua Milli-Q em substituicao ao DNA.

As amplificag6es ocorreram utilizando um termociclador (PTC-100 Programmable
Thermal Controller — MJ Research, Inc.) equipado com circuito “Hot Bonnet” onde foi
estabelecido o seguinte programa: 5 min a 95°C, seguido de 31 ciclos de 1 min a 95°C,
1 min a 50°C, 1 min a 72°C, finalizando a 72°C por 5 min e posteriormente 13°C até a
retirada dos tubos do termociclador.

As amostras foram visualizadas e analisadas em géis de agarose 1,5%,
utilizando-se de 15 pl do produto da PCR e 3 ul de tampao de carregamento (Tris — HCI
0,1M, pH 6.8; azul de bromofenol a 0,02%; glicerol 50%). Os géis foram submetidos a
eletroforese por 2 h a 70 V em cuba modelo 11-14 BRL horizontal, conduzida em
tampao de corrida TEB - Tris-Borato-EDTA 1X (Tris 89 mM; H3BO389 mM; EDTA 2,5
mM, pH 8.2) previamente diluido [100 ml de tampéao TEB para 900ml de agua estéril e
50ul brometo de etideo (10 mg/ml)].

Os fragmentos amplificados obtidos foram comparados com fragmentos de DNA
de tamanho molecular conhecido (1kb DNA Ladder), como referéncia de migragéo
eletroforética para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos. Os géis foram
visualizados sob luz UV e documentados em fotodocumentador modelo GEL DOC 2000
(Bio-Rad).

3.7. Marcador molecular do tipo RAPD

3.7.1. Analise de polimorfismo por marcadores RAPD

As reacdes de amplificacdo das amostras de DNA para as analises de PCR-
RAPD, foram realizadas segundo WILLIAMS et al. (1990).



Para estes ensaios de amplificacao foram utilizadas as amostras de DNA dos
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isolados e das linhagens preparados anteriormente (item 3.2; 3.3 e 3.5). Foi empregado

um conjunto de 21 oligonucleotideos iniciadores (“primers”) de seqliiéncias arbitrarias de

10 bases, provenientes da colecao da “University of British Columbia — Nucleic Acid —
Protein Service Unit” (Canada). Como controle positivo foi utilizado a linhagem de B.
thuringiensis subsp. Bt kurstaki HD-1 e como controle negativo o DNA de planta para

diferenciar o perfil de bandas entre bactérias e plantas. As respectivas seqtiéncias dos

iniciadores se encontram na Tabela 3.

Tabela 3. Seqliéncias arbitrarias dos iniciadores e respectivos nimeros de acessos.

SEQUENCIAS
INICIADORES
212 GCTGCG TGAC
230 CGTCGCCCAT
231 AGG GAG TTC C
232 CGG TGACATC
241 GCC CGA CGC G
252 CTGGTGATGT
253 CCG TGC AGT A
254 CGC CCCCATT
256 TGC AGT CGA A
264 TCC ACC GAG C
265 CAGCTGTTCA
268 AGG CCG CTTA
272 AGC GGG CCA A
275 CCG GGC AAG C
276 AGG ATC AAG C

As reacdes foram realizadas em um volume de 20 pl contendo: 1 pl de DNA (20
ng); 0,4 pl de dNTP (10 mM); 0,7 pl de MgClz (1,75 mM); 3,0 ul de iniciador (5 ng); 0,4

ul de enzima Taqg DNA polimerase (2 U); 2,0 pl de tampéao de PCR e 12,5 pl de agua

destilada Milli-Q esteril (g.s.p. 20 ul). Como controle negativo foi utilizada agua Milli-Q e
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DNA de planta em substituicdo ao DNA e como controle positivo a subsp. Bt kurstaki
HD-1. Para as amplificagdes utilizou-se o aparelho termociclador (MJ RESEARCH, Inc.,
modelo PTC-100 TM) equipado com circuito “Hot Bonnet”. O programa foi submetido as
seguintes condi¢oes: 2 min a 94°C seguido de 34 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a 36°C,
2 min a 72°C, para finalizagao 72°C por 5 min e posteriormente 5°C até a retirada dos

tubos do termociclador.

As amostras amplificadas foram analisadas em gel de agarose 1,5% utilizando-
se do tampao de corrida (TBE) e 3 ul de tampao de carregamento. O tempo de corrida
eletroforética foi de aproximadamente 2 h a uma tenséo de 70 V. Os fragmentos
amplificados pela PCR e separados por eletroforese foram comparados com aqueles do
DNA de tamanho molecular conhecido (“1kb DNA Ladder”), visualizados sob luz UV e
documentados em fotodocumentador modelo GEL DOC 2000 (Bio-Rad).

A andlise do bandeamento produzido por cada oligonucleotideo iniciador
aleat6rio, foi feita conferindo o parametro 1 para a presenca de banda, e zero para a
auséncia de banda, isso permitiu a elaboracdo de uma matriz binaria que foi utilizada
para a construcdo de um dendrograma pelo programa FREETREE versdo 0.9.1.50
(HAMPL et al., 2001).

A matriz de similaridade foi construida utilizando o coeficiente de distancia
descrito por NEI (1986).

O dendrograma foi obtido por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method for Arithmetic Averages) (SNEATH & SOKAL, 1978) sendo sua visualizagéo
possibilitada pelo programa Treeview (PAGE, 1996) que permitiu 0 agrupamento dos
isolados, de forma tanto mais similar quanto mais coincidentes foram os tamanhos dos

fragmentos.

3.7.2. Separacao do material genético por ultracentrifugacao.
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A separacao do material genético (DNA cromossémico e plasmidial) foi realizada
de acordo com SAMBROOK & RUSSEL (2001), utilizando-se uma ultracentrifuga
Beckman modelo TL-100, equipada com um rotor Beckman modelo TLA -100.3.

Cada amostra foi preparada com 1500 ng de DNA, 2 g de CsCl (98%) e 160 ul
de brometo de etidio (10 mg/ml), formando um volume de 2 ml para cada isolado. Cada
preparacao foi submetida a ultracentrifugacdo a 432.800 x g, por um periodo de 20 h a
20°C As bandas referentes ao DNA cromossémico e DNA plasmidial foram
visualizadas sob luz ultravioleta com o auxilio de 6culos e placa de protegcdao UV,
transferidas com o auxilio de uma pipeta de 1000 pl para tubos de 2 ul separadamente.

Para a remocédo do brometo de etidio foram realizadas lavagens com dois
volumes de butanol (butanol-1 saturado com agua ou alcool isoamilico). Os tubos foram
agitados suavemente e centrifugados por 3 min a 453 x g, por sucessivas vezes, até
que a suspensao contendo o DNA se encontrasse livre de brometo.

A remocao do cloreto de césio foi feita com a adigdo de 2 volumes de etanol e 3
volumes de agua estéril para cada amostra de DNA, que foi agitada suavemente e
centrifugadas a 15294 x g por 15 min a 4°C para a recuperacao dosDNAs. Em seguida,
os cromossomos foram ressuspensos em 50 ul de tampao TE (50 mM Tris; 10 mM de

EDTA pH 8.0) e os plasmidios em 30 ul do mesmo tampao.

3.8. Reacao de restricao dos DNAs plasmidiais e cromossomicos

A reacao de restricdo foi realizada com a enzima EcoRI, que permitiu cortes
coesivos nos segmentos de DNA plasmidial nas regides palindrémicas:
5..Ge AATTC...37 € 3"...CTTAAeG...5". A recciao foi conduzida em um volume total de
12 ul, contendo: 0,3 pl de enzima de restricdo EcoRI (10 U/ul); 1 pl de tampao para a
enzima EcoRl [10X]; 7,7 ul dgua destilada Milli-Q e 3 pl de DNA (210 ng/ul) quando
realizada para os plasmidios. Para a reagao de restricdo dos cromossomos utilizou-se a
mesma reacdao mudando-se o DNA (1 pL com concentracao de 250 ng/ul) e a agua (9,7
ul). As reacdes foram incubadas a 37°C durante 2 h, em um termociclador PTC-100.
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Apoés a restricdo, foram adicionados 3 pl de tamp&o de amostra no volume total da
reagdo e 10 pl das amostras foram aplicados em gel de agarose 1%, em tampé&o TEB,
submetidos a eletroforese em corrente elétrica de 70 V por 2 h e visualizados pelo
fotodocumentador.

3.9. Determinacao dos perfis plasmidiais e analise cromossémica dos isolados de
B. thuringiensis.

Para a obtencdo do perfil das bandas plasmidiais, foi utilizado os DNAs
plasmidiais separados pela ultracentrifugacéo. Para a preparacéo das amostras utilizou-
se 10 yl de DNA plasmidial adicionado de 3 pul de tampdo de amostra, sendo
depositadas em gel 0,7% com agarose “Low Melting Point” [(0,7 g de agarose para 70
ml de tampao TAE 50X (2 M Tris-Acetato e 50 mM EDTA)] em tampao TAE preparado
em cuba 11-14. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma corrente elétrica de
24 V por 12 h, visualizadas e analisadas em fotodocumentador.

Os DNAs cromossbémicos foram analisados com o objetivo de complementar
técnica de perfil plasmidial, para isso foi utilizado 10 pul de DNA provinientes da diluicao
feita com 1 pl de DNA separado pela ultracentrifugacdo em 99 ul de agua estéril,
adicionado de 3 pl de tampédo de amostra. As amostras foram depositadas em gel de
agarose “Low Melting Point” 0,7%, em tampao TAE, preparado em cuba 11-14 e
submetidas a uma corrente elétrica de 24 V por 12 h, visualizadas e analisadas em
fotodocumentador.

3.10. Determinacao da resisténcia e susceptibilidade de B. thuringiensis frente a
antibioticos.
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3.10.1. Preparacao do meio de cultura com os antibiéticos

Os antibidticos utilizados para esta analise foram estreptomicina, rifampicina,
canamicina e eritromicina, sendo todos mantidos em concentracao estoque de 100.000
ug/ml, diluidos em solucdes apropriadas e utilizados nas concentragcées de 40, 60, 80,
100 e 120 pg/ml. Os antibiéticos foram adicionados ao meio de cultura BHI sélido no
momento de seu plagueamento, quando o0 mesmo ainda se encontrava em estado
liquido, logo apo6s sua esterilizacdo em autoclave.por 20 min. As preparacbes e
concentragdes dos antibidticos podem ser observadas na Tabela 4.

3.10.2. Avaliacao de resisténcia e susceptibilidade

Os isolados MT6, MT7, SP8, SP6, PR2 e as subsp. Bt kurstaki HD73 e CRY(-)B
foram cultivas de acordo com o item 3.2.2 Apds as células serem quantificadas em
espectrofotometro DU 640B (Beckman) para verificacdo dos valores de D.O., iniciou-se
0 avaliacao da resisténcia e susceptibilidade.

Tabela 4. Preparagdes dos Antibioticos.

Antibioticos Concentracao Diluicao Concentracoes
final

Eritromicina 100.000 pg /ml 0,059 p/ 1ml de 60, 80, 100, 120 e
etanol 150 pg/ml

Cloranfenicol 100.000 pg /ml 0,59 p/ 5 ml de 60, 80, 100, 120 e
agua 150 pg/ml

Rifampicina 100.000 pg /ml 0,01g p/ 1ml de 60, 80, 100, 120 e
etanol 95% 150 pg/ml

Estreptomicina 100.000 pg /ml 0,59 p/ 5 ml de 60, 80, 100, 120 e
150 pg/ml

agua
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Para esta avaliacdo, utilizou-se 100 pl de suspenséo de cada isolado e linhagem
crescida nos 50 ml de BHI liquido puro, esta foi distribuida em placas de Petri contendo
o meio BHI sélido preparados com os antibiéticos nas concentragbes adequadas. Como
controle positivo utilizou-se placas sem antibidticos e os testes foram realizados em
duplicata para cada concentracdo. A suspensao foi espalhada na placa de Petri com
alca de Drigalsky estéril até atingir uma distribuicao uniforme e incubadas a 30° C por 48
h. Apds este periodo, observou-se a presenca ou ndo do crescimento bacteriano,
determinando susceptibilidade e resisténcia das bactérias aos antibiéticos. Este ensaio

foi realizado duas vezes para confirmacao da auséncia de contaminantes

3.11. Bioensaios contra Spodoptera frugiperda

Os isolados MT6, MT7, SP8, SP6, PR2 e as linhagens CRY(-)B, HD73 e HD-1
foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura Nutriente Agar (25 g/L de
meio Nutrient Broth e 15 g/L de agar Technical, pH 6.8, esterilizado por 30 min em
autoclave a pressdo de 1,5 Kgf/lcm? ), colocadas em estufa por 48 h, a 202 C para
esporulagéo.

A suspensao formada nas placas foi analisada por microscopia 6ptica para a
verificacdo dos esporos/cristais e de possiveis contaminantes.

Toda suspensao foi retirada das placas com o auxilio de uma alga de platina
estéril e transferida para tubos Falcon (50 ml) contendo 20 ml de agua estéril. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 1301 x g por 30 min para o descarte do
sobrenadante. Esta operacéao foi repetida por trés vezes para total eliminacao do resto
de meio de cultura e toxinas indesejaveis. O sedimento foi ressuspendido em 10 ml de
agua estéril e armazenado em condi¢des controladas (5 £ 1°C, 70 = 5%).

A concentracdo da suspensado de esporos/cristais foi estabelecida através da
média de 3x10® esporos/m| (BATISTA et al., 2005), para serem colocadas sobre a dieta
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das lagartas.

As lagartas foram alimentadas com dieta artificial semi-sélida (BARRETO et al.,
1999), constituida por: 123,60g de feijao carioca cozido foi colocado em um
liquidificador juntamente com 3 ml de formol, solucdo inibidora (418ml de acido
propidnico, 42 ml de acido fosférico, 540 ml de agua destilada) e 300 ml de agua. Apds
a homogeneizacdo foram adicionados 400 mL de agua destilada fervida, juntamente
com os ingredientes sélidos (59,30g de gérmen de trigo, 38g de levedura de cerveja,
3,829 acido ascorbico e 2,36g de Nipagin), misturando-os durante 5 min. Em seguida foi
colocado 15,359 de agar previamente dissolvido em 300 ml de agua fria, misturando por
mais 3 min. A dieta foi colocada em forma de aluminio esterilizada, descansando no
fluxo laminar até solidificar. Depois de cortada em cubos de 1 cm?, foi esterilizada em
luz germicida no fluxo laminar e conservadas em geladeira.

Para a alimentacédo das lagartas cada cubo da dieta foi inserido em um copinho
plastico, banhado com 1 ml de solucao de esporos/cristais e colocado em um gerbox
(2,0 X 6,0 cm), onde foram colocadas 10 larvas de primeiro instar de S. frugiperda.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com nove tratamentos (SP6, PR2,
SP8, MT6, MT7, HD73, CRY(-)B), subsp. Kurstaki HD1 como controle positivo, agua
destilada como testemunha e cinco repeticdes Os tratamentos foram acondicionados
em camara climatizada (25 + 12 C),fotofase (12 h) e umidade relativa (70 £ 5%).

Os tratamentos foram avaliados apés cinco dias da inoculagdo com a
quantificacdo das lagartas mortas pela acdo das &endotoxinos produzidos pelos
bacilos

Para a anadlise estatistica, os dados percentuais de mortalidade foram
submetidos a analise de variancia, cujo modelo matematico proposto inclui o efeito fixo
de linhagens. Os testes de comparacdo de médias entre as linhagens foram realizados
apos verificacdo do efeito do grupo sobre a porcentagem de mortalidade. Para essa
comparagdo de médias, foi utilizado o teste de Tukey a 5%, para estabelecer a
diferenga minima significativa entre as médias de mortalidade desses isolados, pelo
Sistema de Andlise Estatistica (SANEST).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Amplificacao das regidoes conservadas e nhao conservadas das subclasses do
gene crylA

Os iniciadores elaborados para a amplificacdo da regido conservada das
subclasses do gene crylA (cryAa, cryAb, cryAc e cryAe) foram gerados dentro da
regiao conservada deste gene e determinaram que estas subclasses apresentaram-se
em homologia. Na Figura 2 e 3, pode-se observar o alinhamento de todas as
sequéncias de cada subclasse da regido conservada e nao conservada do gene cry1A
quando utilizado o software Clustal W (THOMPSON et al., 1994) e o software Gene
Runner 3.0 (Hastings Software, Inc.) para a geracao das mesmas, sendo que apenas a
subclasse cry1Ae nao apresentou a regido ndo conservada, pois encontra-se apenas

uma seqliéncia deste gene no banco de dados.

Os iniciadores produzidos para as subclasses do gene cry1A, utilizados nas
reacdes de PCR dos isolados HD73, MT6, MT7, SP8 e SP6, permitiram a amplificagéo
de todas as subclasses do gene cry1A (cry1Aa, cry1Ab, crylAc e cry1Ae) de ambas as
regides. Todos os resultados de amplificacdo podem ser observados na Figura 4.

A subsp. Bt kurstaki HD73, tal como descrito por LERECLUS et al. (1993)
apresentou a subclasse do gene cry1Ac, possuindo este gene em um Unico plasmidio
de 50 MDa. Ao realizar amplificagdes com iniciadores para as demais subclasses do
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gene cryl de ambas as regides estudadas, foi constatada a presenca de outras
subclasses nesta linhagem.

O isolado PR2 nao amplificou para a subclasse do gene crylAe da regido
conservada e nem para a subclasse crylAc da regido nao conservada, porém
amplificou para demais regides, confirmando a presenca do gene cryiA.

A linhagem CRY(-)B ndo amplificou para nenhuma das subclasses do gene
cry1A, resultado ja esperado, pois STAHLEY et al. (1978), realizaram a identificacao
desta linhagem com sendo B. thuringiensis por deteccdo do antigeno flagelar e a
descreveram como acristalifera.

A andlise dos amplicons produzidos que envolvem as subclasses do gene crylA,
tendo como molde o material genético obtido dos isolados MT6, MT7, SP6, SP8, PR2,
PR2 e a subsp. kurstaki Bt HD73, permitiu caracteriza-los quanto a presenca das
subclasses do genes cry1A , relatando através das mesmas a presenca deste gene.

Como os produtos de amplificagdo foram semelhantes nos isolados, sugere-se
um estudo de outras classes e subclasses do gene cry1, ao até mesmo de outros genes
cry, para verificar a existéncia de maior variabilidade genética.
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias das subclasses do gene crylA das regides
conservadas (crylAa, crylAc, crylAb) e nao conservadas NC (cry1Ab,
crylAc, cry1Aa)

Figura 3. Alinhamento das seqliéncias das subclasses do gene crylA das regides
conservadas (cryi1Ae).
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Os produtos de amplificacdao através dos iniciadores elaborados para as
subclasses do gene crylA nos isolados MT6, MT7, PR2, SP6 e SP8, difere-se dos
resultados encontrados por VILAS-BOAS & LEMOS (2004) ao utilizar iniciadores para
as mesmas subclasses deste gene. Essas diferencas podem ter ocorrido em funcao

das sequéncias dos iniciadores nao serem as mesmas utilizadas neste estudo.

MM123 456 7 89 1234567829

1000 pb— A B
500 pb—p»

MM12 3456 7 89 1234567829

850 pb
650 pb

MM1234567 89 123456789

850 pb
650 pb

MM12 3456 789

850 pb___
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Figura 4. Amplificacao das regides conservadas (A) e ndo conservadas (B) dos gene
crylAa, crylAb, crylAc e crylAe dos isolados de B. thuringiensis, sendc
MM- marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA Ladder; 1- CRY (-) E
2- PR2; 3- HD73; 4- MT7; 5- SP6; 6- SP8; 7- MT6; 8- BR6; 9- control
negativo.

4.2 Separacao do material genético por ultracentrifugacao

A separacao do material genético por ultracentrifugacao possibilitou a deteccao
do DNA plasmidial em todos os isolados e na subsp. Bt kurstaki HD73, com excecao
da linhagem CRY(-)B (Figura 5).

MT6 MT7 SP6 SP8 PR2 HD73 CRY-B

T

‘igura 5. Separacdo do material genético por ultracentrifugacao. (A) Material
cromossomal e (B) Material plasmidial dos isolados de B. thuringiensis.
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A restricao feita com a enzima EcoR1 demonstrou que os plasmidios dos
isolados MT6, MT7, SP8 e SP6 apresentaram sitios de restricao semelhantes, e a
subsp. kurstaki HD73 e o isolado PR2 apresentaram sitios que diferiram entre si e dos

demais (Figura 6).

A restricdo efetuada com material genético oriundo dos cromossomos permitiu a
visualizagao de um grande numero de sitios de restricao, que determinaram a presenca
de um “smear” (Figura 7). A restricdo confirmou a auséncia de contaminacao de DNA

plasmidial misturado com moléculas de DNA cromossémico.

MM SP8 MT6 MT7 SP6 PR2 HD73

12,000 pb—p-

1,650 pb—p

1,000 pb—)p

Figura 6. Restricdo dos plasmidios dos isolados de B. thuringiensis com a enzima Eco
RI. MM- marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA Ladder.

MM SP8 MT6 MT7 SP6 PR2 HD73 CRY (-)B

12,000 pb—»
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Figura 7. Restricdo dos cromossomos dos isolados de B. thuringiensis com a enzima
EcoRl. MM- marcador de tamanho molecular 1 kb DNA Ladder.

4.3 Analise do perfil plasmidial e caracterizacao cromossomal

A caracterizacdo dos cromossomos de todos os isolados foi realizada para
demonstrar complementar a técnica de perfil plasmidial e comprovar a auséncia de
contaminantes de bandas plasmidiais nos cromossomos durante a execug¢ao desta
técnica (Figura 8).

A analise dos perfis plasmidiais dos sete isolados apresentou dois perfis
diferentes, sendo os isolados MT6, MT7, SP8 e SP6 evidenciaram o mesmo perfil; a
subsp. Bt kurstaki HD73 e o isolado PR2 foram semelhantes. A subsp. CRY(-)B foi
utilizada para demonstrar a auséncia de perfil. (Figura 8).

MM DHS54CRY (9B HD73 PR2 MT6 MT7 SP6 SP8




12,000 pb —»

Figura 8. Eletroforograma do perfil cromossomal dos isolados de B. thuringiensis
MM - marcador molecular 1 Kb DNA Ladder.

MM DH54CRY (-)B HD73 PR2 MI6 MI7 SP6 SP8

12,000 pb—p-

4,000 pb—p

38



39
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500 pb—p-

Figura 9. Perfil plasmidial dos isolados de B. thuringiensis. MM- marcador de tamanho
molecular 1 kb DNA Ladder.

4.4 Determinacao de susceptibilidade e resisténcia de B. thuringiensis aos
antibioticos

A determinacao da susceptibilidade e resisténcia dos isolados e linhagens de B.
thuringiensis, foi avaliada pelo crescimento a ou auséncia das bactérias nas placas
contento os antibidticos em todas as concentragbes determinadas. Na Figura 10,
podemos observar a avaliagdo da subsp. CRY(-) B para o antibiético Rifampicina na
concentragdo de 80 pg/ml.



40

Figura 10. Andlise da resisténcia e susceptivel de células de B. thuringiensis subsp.
CRY(-)B em meio contendo Rifampicina. (A) Isolado sensivel (auséncia de
colénias); (B) Isolado resistente (presenca de colbnias).

Nesta avaliacdo, a subsp. CRY(-)B foi resistente ao antibiético rifampicina em
todas as concentragdes, diferenciando-se dos demais que foram totalmente
susceptiveis para este antimicrobiano. O eritromicina foi eficiente para inibir o
crescimento de todos os isolados e linhagens, porém para o antibiético canamicina
todos apresentaram resisténcia.

Para o antibi6tico estreptomicina ocorreu variagao de resisténcia, sendo a subsp.
kurstaki Bt HD73 e CRY(-)B resistentes até a concentragcao de 100 pug/ml e os isolados
MT6, MT7, SP6, SP8 e PR2 a 60 ug/ml. Esses resultados podem ser observados na
Tabela 5.

A caracterizacdo dos isolados quanto a resisténcia e susceptibilidade aos
antibiéticos até a concentracdo de 120 pg/ml, permitiu associar esses resultados a
outras técnicas utilizadas neste trabalho, confirmando as caracteristicas dos isolados.
Além disso, estes resultados indicam que a utilizacdo de eritromicina ndo é indicada
para isolamentos destas cepas, sendo a canamicina mais promissora para quando se

deseja isolar B. thuringiensis de outras bactérias, pois a utilizacdo de antibioticos,
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associada as outras técnicas, como a PCR (CAVALEIRO, et al., 2005), ou a anélises de
microscopia optica [(SILVA-WERNECK & MONNERAT, 2001; MONNERAT et al., 2001,
citados por SILVA et al. (2002)], sdo utilizadas para caracterizar e identificar novos
isolados de B. thuringiensis diferenciando-os de outras bactérias.

O emprego de diversos antibidticos pode levar a diferenciacdo de linhagens da
mesma espécie, como ocorreu com a subespécie CRY(-) B, além de direcionar estudos
de localizagdo dos genes cry, colaborar com técnicas de sequénciamento desses

genes e dos plasmidios, que sao muito utilizados como vetores.

Tabela 5. Resultados das anélises dos isolados e linhagens de B. thuringiensis aos
antibidticos. A letra S representa (isolado sensivel ao antibiético) e R
(isolado resistente ao antibiético). As concentracdes estdo representadas
pelos numeros 40, 60, 80, 100, e 120 pg/ml.

Linhagens Eritromicina Estreptomicina Canamicina Rifampicina
CRY(-)B S 40, 60, 80 e100 R R
HD73 S 40, 60, 80 e100 R S
MT6 S 40 e 60 R S
MT7 S 40 e 60 R S
SP6 S 40 e 60 R S
SP8 S 40 e 60 R S
PR2 S 40 e 60 R S

Observou-se também que algumas linhagens apresentaram o mesmo
comportamento, este fato pode ser atribuido a transferéncia de plasmidios conjugativos,
contendo genes de resisténcia a tais drogas ou mesmo a mecanismos de
desenvolvimento de resisténcia a acdo destes tipos de agentes inibidores de
crescimento bacteriano. Estes resultados, aliados as técnicas utilizadas neste estudo,

permitiram inferir que o comportamento dos isolados frente aos antibidticos estédo
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relacionados a similaridade do material genético e ndo necessariamente se deve a
transferéncia dos plasmidios conjugativos, uma vez que a origem dessas bactérias é
distinta. Outro fato relevante é que esses genes de resisténcia podem estar localizados
No Cromossomo.

Essas informagdes servirdo para futuras pesquisas que envolvam experimentos
de conjugacdo bacteriana em que se desconhecam fatos relativos aos plasmidios
considerados. Recentes pesquisas utilizaram plasmidios marcados com genes de
resisténcia, como o plasmidio pHT73, no qual foi inserido o gene de resisténcia a
eritromicina e estudado para verificacdo de sua transferéncia, estabilidade e expressao
para outras linhagens de bactérias (HU et al.,, 2003), além de ser estudado em
conjugacdo em meios sélidos (VILAS-BOAS et al., 2000).

4.5 Analise por RAPD-PCR

As Figuras 11 e 12 ilustram os resultados da analise por RAPD-PCR. Dos 21
iniciadores utilizados na caracterizacao dos isolados e linhagens em estudo, somente
15 foram selecionados nas analises por apresentarem boa amplificagdo e presenca de
bandas polimérficas, sendo escolhidas 104 bandas polimérficas consideradas

fidedignas e reprodutiveis.

As bandas produzidas por cada oligonucleotideo iniciador permitiram a
construgdo de uma matriz de similaridade que pode ser observada na Tabela 7. A partir
dos valores de similaridade genética obteve-se um dendrograma utilizando-se do
UPGMA como metodologia e agrupamento (Figura 13).

A utilizacdo da técnica de RAPD possibilitou agrupar os isolados bacterianos de
acordo com sua espécie na analise do dendrograma (MALKAWI et al., 1999;
PATTANAYAK et al., 2001; GAVIRIA & PRIEST, 2003). O DNA de planta (P) utilizado

como controle negativo apresentou 20% de similaridade com relagdo aos demais
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isolados, a ocorréncia deste fato esta relacionada pelos iniciadores serem arbitrarios e
aleatérios, amplificando o genoma total.

A subsp. CRY(-)B apresentou menor similaridade genética (50%) em relagao as
demais. A subsp. Bt kurstaki HD73 obteve cerca de 90% de similaridade com relacdo
aos isolados MT7, MT6, PR2, SP8, SP6 e a subsp. Bt kurstaki HD-1(controle positivo),
sendo que estes obtiveram 92% de similaridade entre si. A diferenca de 2% da subsp.
kurstaki Bt HD73 pode ser atribuida a presenca de um unico plasmidio de 50 MDa
contendo o genes cry1Ac descrito por LERECLUS et al (1993). Essa diferenca de 2%
nao foi significativa na analise final deste isolado.

MM SP6 HD73 MT6 CRY (-) BMT7 SP8 PR2 HD1 P CN

1,636 pb___p

1,018 pb—

517pb—p
396 pb—p

Figura 11. Amplificagdo dos isolados de B. thuringiensis com o iniciador de numero
232, sendo: MM — marcador de tamanho molecular 1kb DNA Ladder; P
( Planta) e CN — controle negativo.
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MM SP6 HD73 MT6 CRY (-) BMT7 SP8 PR2 HD1 P CN

1,636 pb — p

1,018 pb —p

517 pb —p

Figura 12. Amplificagao dos isolados de B. thuringiensis com o iniciador de nimero
256, sendo: MM — marcador de tamanho molecular 1ko DNA Ladder; P
(Planta) e CN — controle negativo.

Os isolados SP8 e SP6 apresentaram-se em um unico subgrupo com 100% de
similaridade, além de evidenciarem caracteristicas semelhantes em todas as técnicas
estudadas, indicando que podem ser idénticos. Os isolados MT6 e MT7 também
apresentaram caracteristicas semelhantes em todas as técnicas, no entanto, nao
formaram um subgrupo, indicando que talvez nao sejam geneticamente idénticos.

A analise por RAPD-PCR indicou a presenca de alta similaridade genética entre
os isolados analisados MT6, MT7, SP8, SP6, PR2, subsp. kurstaki HD73 e com o
linhagem B. thuringiensis var. kurstaki HD-1, além de apresentar a existéncia de baixa
variabilidade genética. A técnica do RAPD-PCR e perfil plasmidial podem diferir de
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alguns trabalhos por terem sido desenvolvidos através de metodologias diferentes,

como as sequéncias dos iniciadores aleatérios no RAPD e extracdo do DNA plasmidial.

Tabela 7. Matriz de similaridade genética entre os isolados de B. thuringeinsis.

SP6 HD73 MT6 CRY(-)B MT7 SP8 PR2 HD1 P

SP6 1,00
HD73 0,95 1,00

MT6 0,99 0,94 1,00

CRY(-)B 0,59 0,61 0,58 1,00

MT7 0,98 0,94 0,97 0,58 1,00

SP8 1,00 0,95 0,99 0,59 0,98 1,00

PR2 0,99 0,96 0,98 0,59 0,97 0,99 1,00

HD1 0,99 0,94 0,98 0,59 0,97 0,99 0,98 1,00

P 0,22 0,22 0,22 0,24 0,22 0,22 0,21 0,21 1,00
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Figura 13. Dendrograma de similaridade genética entre os isolados de B.
thuringiensis, obtido pelo coeficiente de similaridade UPGMA.

4.6 Bioensiaos efetivos a Spodoptera frugiperda

Nos resultados dos bioensaios (Tabela 6) os isolados SP6, PR2, SP8, MT6, MT7,
e a subsp. kurstaki HD73 n&o diferiram significativamente entre si, causando 100% de
mortalidade, sendo as mais promissoras para o controle de S. frugiperda, assim como a
linhagem B. thuringiensis var. kurstaki HD-1, a qual tem amplo espectro de atividade
larvicida dentro da Ordem Lepidoptera (NAVON, 1993), que neste estudo foi utilizada
como controle positivo. No entanto, diversas espécies de Spodoptera spp pertencentes
a familia Noctuidae, sdo poucos sensiveis a esses produtos (MOAR et al.,, 1990;
INAGAKI et al., 1992; NAVON, 1993; LAMBERT et al., 1996). Os bioensiaos
demonstraram o potencial patogénico dos isolados e linhagens no controle de lagartas
de primeiro instar de S. frugiperda, porém, o estudo da Concentracdo Letal Média
(CLso) se torna necessario para verificar as linhagens mais téxicas quando comparadas
com a subsp. kurstaki padrdo HD-1 (FINNEY, 1971). De acordo com LEE et al. (1996);
SCHNEPF et al. (1998), a correlacdo das subclasses do gene cry1A com bioensaios,
indica que a toxicidade de algumas estirpes aos insetos-alvo pode ocorrer por causa
das interacbes sinergisticas entre as toxinas encontradas, ou mesmo, pela interacdo
destas com o0s esporos, tornando-se necessario realizar e analisar bioensaios com
proteinas individuais e em conjunto para confirmar a toxina responsavel pela

mortalidade.

Os resultados dos bioensaios a principio ja eram esperados, pois os produtos de
amplificagéo das subclasses do gene cry1A sdo semelhantes, aliado a alta similaridade
genética evidenciada pela analise de RAPD-PCR. Tendo os resultados da taxa de
mortalidade idénticos, uma andalise mais detalhadas de como a expressao génica
dessas subclasses torna-se importante para avaliar se essas subclasses estdo sendo
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expressas em igual condicdo ou qual estd sendo expressa ou ainda se ocorre uma
relacao sinergistica entre elas.
Esta analise também explicaria oque ocorreu com o isolado PR2, que ndao amplificou

para duas subclasses, mas causou mortalidade igual aos outros isolados.

A subsp. CRY(-)B ndo causou mortalidade no controle desta praga podendo ser
utilizada como um controle negativo, pois apresentou mortalidade igual a testemunha
(8%). Seu desempenho durante o bioensaio confirmou os resultados observados em
todas as técnicas realizadas como a auséncia de amplificacdo dos genes cry, auséncia
de plasmidios, Unica linhagem resistente a rifampicina e 50% de similaridade genética
no RAPD, sendo caracterizada como uma linhagem diferente das demais.

Tabela 6. Mortalidade (XEP) de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae)
por diferentes isolados de B. thuringiensis apds cinco dias de inoculagao.

Isolados e linhagens de B. thuringiensis % de mortalidade + EP
SP6 100,00 #0,00 A
HD73 100,00 #0,00 A
PR2 100,00 #0,00 A
SP8 100,00 #0,00 A
MT6 100,00 #0,00 A
MT7 100,00 #0,00 A
HD1 100,00 #0,00 A
CRY(-)B 8,00 #3,73 B
Testemunha (agua) 8,00 £3,73B

CV =6,41% Médias seguidas por letras distintas diferem 5% entre si pelo teste de
Tukey.
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5. Conclusoes

e Osisolados MT6, MT7, PR2, SP6, SP8 e a subsp. kurstaki HD73 analisados pelas
técnicas de PCR, determinacao de resisténcia e susceptibilidade a antibibticos, perfil
plasmidial, RAPD e bioensaio de patogenicidade, demonstraram alta similaridade

genética em sua caracterizacao.

o A subsp. CRY(-)B nao apresentou similaridade genética com nenhum dos

isolados e tornou-se uma linhagem de controle para todos as técnicas realizadas.

o Todas as técnicas realizadas demonstram-se eficientes e complementares

na caracterizacdo de um menor grupo de isolados.

o Para a caracterizacdo de um maior grupo de isolados a técnica de PCR,
RAPD-PCR e bioensaios, apresentam-se mais viaveis economicamente.

o A subsp. Bt kurstaki HD73 e os isolados MT6, MT7, PR2, SP6, SP8
apresentam as subclasses do gene crylA e demonstram potencial no controle de
lagartas de primeiro instar de S. frugiperda.
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