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RESUMO

Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ uma bactéria de ocorréncia ubiqua
encontrada em substratos como solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos,
etc, caracterizada pela produgdo de proteinas téxicas a insetos (Cry, Cyt e Vip).
Bt € considerada a principal bactéria entomopatolégica com ampla utilizagdo no
controle bioldgico de pragas, como inseticidas e em plantas transgénicas
resistentes a pragas. O objetivo desse trabalho foi a prospecgdo de cepas de Bt
em diferentes areas, a caracterizagfo génica, a diversidade genética existente
entre elas e sua toxicidade para Spodoptera frugiperda, uma das pragas mais
importante do milho. As amostras foram coletadas na 4drea experimental da
Embrapa Milho e Sorgo (solo e palhada da mata de pinheiros; solo de cerrado;
solo de lavoura/pecudria; solo da margem da lagoa; solo de 4rea com utilizagio
de pivd central; solo de vérzea; solo de usina de alcool desativada). Apés o
isolamento, reagdes de PCR foram realizadas utilizando primers (originais e
descritos na literatura) para a caracterizagdo dos genes cry, cyt e vip. O estudo
da divergéncia genética entre as cepas utilizou o método de rep-PCR, com os
primers BOX-PCR, ERICI/ERIC2-PCR e REP1/REP2-PCR. O teste de
toxicidade foi feito em bioensaio utilizando suspensdes de Bt, controle positivo
(Bt344 B. tolwoarthi) e testemunha. As lagartas usadas estavam no segundo instar
¢ a avaliagdo foi feita ap6s | semana. Das 178 col6nias obtidas, cristais foram
detectados em 35% das coldnias, sendo a palhada da mata de pinheiro a maior
incidéncia com 68%, seguido da 4rea do pivd (21%), drea da lagoa, vérzea e
usina de alcool desativada (3%) e solo da é4rea de pinheiro (2%), nenhuma cepa
foi encontrada nas regides do cerrado e lavoura/pecudria. Nas amostras,
observou-se quanto ao formato, que 64,5% dos cristais sdo esféricos, 29%
esférico e cubdide e 6,5% em formato bipiramidal. Os genes mais abundantes
nesta amostragem foram cryldb, vip3Aa e cry9, com 63%, 56% e 43%,
respectivamente. Os genes cyr tiveram sua maior frequéncia com
eytida/cytiAb/cyti Ba, presente em 5% das cepas. Quanto a diversidade
genética, quatro grupos foram distintamente definidos e os dados sugerem uma
relagdo entre a similaridade de cepas de B. thuringiensis e seus locais de origem.
As cepas analisadas ndo apresentaram taxas significativas de mortalidade para S.
Jrugiperda (maxima de 20%), observou-se uma tendéncia ao agrupamento de
cepas com mesmo padrdo de mortalidade. J& com relago a constituigio génica
ndo foi observada relagdo direta com a diversidade das cepas, mas indireta pela
formagdo do cristal, apresentando essa forte relagdio com os grupos de
similaridade formados.

Palavras-chave: Bactéria entomopatogénica; rep-PCR; bioensaio; lagarta-do-
cartucho; genes Bt



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is an ubiquitous bacterium and it may be
found in substrates such as soil, water, plant surfaces, dead insects, etc, being
characterized by the production of toxic proteins to insects (Cry, Cyt and Vip).
Bt is considered the main entomopathogenic bacterium, widely used in
biological control of pests, as bioinsecticides and in transgenic plants resistant to
insect pests. The aim of this work was the prospection of Bt strains in diverse
habitats, their genetic characterization, genetic diversity and their toxicity for
Spodoptera frugiperda. The samples were collected in different areas (forest
pine soil and straw; cerrado soil, crop/livestock soil, lake area soil; central pivot
soil; lowland soil and soil from ethanol distillery) of Embrapa Maize and
Sorghum Research Station, located in Sete Lagoas, MG. After Bt isolation, PCR
reactions were performed using primers for the characterization of cry, cyt and
vip genes. For the study of the genetic diversity rep-PCR analysis BOX-PCR,
ERICI/ERIC2-PCR e REP1/REP2-PCR primers were used, with. The toxicity
test was performed using Bt suspensions and, a positive control (Bt344 B.
folworthi). Second instar larvae were used and mortality was recorded after a
week. From 178 bacterial colonies obtained, crystals were detected in 35% of
the isolates, and 68% were from pine forest straw, followed by central pivot
(21%), lowland and ethanol distillery soil (3%) and forest pine soil (2%). No Bt
strain was detected in cerrado and crop/livestock soil. Bt crystals were observed
as: 64% with spherical shape, 29% of spherical and cuboid shape, and 6,5% with
bipyramidal shape. The most frequent genes were cryl4b(63%,), vip3da (56%)
and cry9 (43%), The cyt gene showed the most common profile with
cytlAa/cytI Ab/cyti Ba, being found in 5% of the strains. Genetic diversity
analysis showed four groups that were clearly defined, and the data infer in a
relationship between the groups formed and the places of origin. The strains did
not show significant mortality rates to S. frugiperda (at most 20%), it was
observed that strains with similar toxicity were grouped together. The genetic
composition was not directly related to the diversity of strains, but indirectly
related to the formation of the crystal, and showed a strong relationship with
strains of within groups.

Keywords: Entomopathogenic bacterium; rep-PCR; bioassay; fall armyworm; Bt
genes
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1 INTRODUGAO

O milho é uma graminea pertencente a familia Poaceae, tribo Maydeae,
género Zea e espécie Zea mays L. Esse cereal € o terceiro mais cultivado no
mundo, perdendo apenas para o trigo e o arroz. O Brasil é o terceiro maior
produtor do griio, atrds apenas dos Estados Unidos e China, respectivamente. A
maior parte desses grios, cerca de 70%, € destinada 4 cadeia produtiva de suinos
e aves, sendo o restante destinado ao consumo humano e, mais recentemente, a
produgdo de energia (CONAB, 2011). Um dos maiores problemas da agricultura
mundial é o ataque de uma ampla gama de pragas e no milho a redugio de
rendimento varia em niveis de 17,7% a 55,6% (CRUZ, 2008).

Também conhecida como lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda é
a principal praga da cultura do milho (BUSATO et al., 2004). Trata-se de um
inseto pertencente a ordem Lepidoptera, conhecida na fase adulta como
mariposas ou borboletas. No controle bioldgico de pragas atuam patégenos,
parasitéides e pradadores. Nesse tipo de controle atuam inseticidas formulados
com bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) (VALICENTE;
ZANASI, 2005; FATORETTO et al, 2007; AGROFIT, 2003). O uso de
hibridos ou variedades transgénicas de milho, que sdo conhecidas por milho Bt,
nas quais foram inseridos genes da bactéria B. thuringiensis Berliner, sio
alternativas para o manejo da lagarta do cartucho e outras larvas de lepidépteras
que incidem na cultura do milho (CHIARADIA, 2010).

B.  thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva, aerébica ou
facultativamente anaerdbica (RASKO et al., 2005), em forma de bastonete,
formadora de esporos e que tem a capacidade de produzir, durante a
esporulagdo, diversas inclusdes cristalinas altamente especificas, que sdo

responsaveis pela atividade txica desta bactéria (GLARE; O’CALLAGHAM,
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2000; HABIB; ANDRADE, 1998). Esporos de B. thuringiensis podem ser
isolados de diversos ambientes como solo, rizosfera, filoplano, agua fresca,
poeiras de grdos e de insetos, crusticeos, anelideos e mamiferos insetivoros.
(RAYMOND et al., 2010). Além das endotoxinas Cry e Cyt, outra classe de
proteinas que podem contribuir para a viruléncia de B. thuringiensis em insetos-
praga especificos sdo as proteinas vegetativas, denominadas Vip, que possuem,
assim como as proteinas formadoras de cristais, elevada toxicidade para
lepidopteros como S. frugiperda e Helicoverpa zea (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000).

Bt € o principal agente de controle bioldgico utilizado atualmente, sendo
responsavel por aproximadamente 2% do mercado mundial de inseticidas
(LAMBERT et al., 1992; SCHNEPF et al., 1998). Esse agente é o responsavel
por mais de 90% do total das vendas de biopesticidas (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000), tendo sido usada no campo durante os tltimos 50
anos (ALI et al., 2010). E também a bactéria fornecedora do gene que confere
resisténcia a todos os transgénicos resistentes a pragas no mundo. Além da
aceitagio do piblico, outra barreira a ser vencida, nessa nova era dos
transgénicos, € a durabilidade da tecnologia e para esse fator, além da
piramidagdo e rotagdo de genes, outra alternativa seria a descoberta de novos
genes para confecgdo de transgénicos com novos genes.

Este trabalho teve por objetivo a caracterizagdio de cepas de B.
thuringiensis, coletadas em diferentes areas, quanto a presenga de genes cry, cyt
e vip, a verificagdo da diversidade genética entre as cepas ¢ a toxicidade dessas

para o inseto praga Spodoptera frugiperda.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do milho

O milho € uma graminea pertencente a familia Poaceae, tribo Maydeae,
género Zea e espécie Zea mays L. Possui ampla variabilidade genética, sendo
atualmente cerca de 300 ragas e, dentro de cada raga, inimeras variedades. Essa
grande variabilidade se traduz também quanto as adaptagdes climaticas, de
altitude e latitude, em caracteristicas agronOmicas desejaveis, no tamanho e
composi¢do quimica de grios, tipo de endosperma e qualidade das proteinas
(PATERNIANI; NASS; SANTOS, 2000).

Esse cereal € o terceiro mais cultivado no mundo, perdendo apenas para
o trigo e o arroz. O Brasil € o terceiro maior produtor do grao, atras apenas dos
Estados Unidos e China, respectivamente. A maior parte desses grios, cerca de
70%, € destinada a cadeia produtiva de suinos e aves, sendo o restante destinado
ao consumo humano e, mais recentemente, a producdo de energia (CONAB,
2011).

De acordo com o iltimo levantamento de acompanhamento da safra
brasileira de grdos 2010/2011 publicado em maio de 2011, pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), a area total cultivada com milho no
Brasil deve alcangar 13.474,9 mil hectares, representando um crescimento de
3,7% em relagdo a safra 2009/2010, sendo boa parte desse aumento reflexo da
recuperagdo da drea semeada da regido Nordeste. Essa area total é resultante da
soma das duas safras do milho: Primeira Safra, ou safra de verdo, e Segunda
Safra, ou Safrinha.

A participagdo da Primeira Safra devera ser de aproximadamente 58%,
estando estimada em 7.767,7 mil hectares, uma variago percentual 0,6% maior

do que a érea cultivada na Primeira Safra 2009/2010, que foi de 7724,0 mil
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hectares. O restante da participagdo da 4rea total cultivada serd da Segunda
Safra, com aproximadamente 42%, estando previsto o cultivo de 5707,2 mil
hectares, 8,3% maior do que a drea semeada na safra anterior que foi de 5269,9
mil hectares. Este tipo de lavoura se localiza basicamente na regido Centro-
Oeste, onde € semeada logo ap6s a colheita da soja.

A produtividade média prevista para a Primeira Safra é de 4.427kg/ha,
0,3% maior que a safra anterior. Para o milho Safrinha a produtividade esperada
¢ de 3.789kg/ha, podendo oscilar para mais ou menos dependendo dos efeitos
climaticos. A média da produtividade nacional este ano deve ficar em
4.156kg/ha, 3,6% menos que a safra anterior, que alcangou 4.311kg/ha.

A producdo brasileira do milho esperada para a safra 2010/2011 ¢é de
56,0 milhdes de toneladas, sendo 34,38 milthdes de toneladas (61%) da Primeira
Safra, e 21,62 milhdes de toneladas (39%) da Segunda Safra. O produto gerado,
no geral, ¢ de boa qualidade devido ao pacote tecnolégico utilizado pelos
produtores, sementes de qualidade, clima favoravel, maquinario adequado e
assisténcia técnica aos produtores.

Entre os pequenos agricultores, o sistema de plantio ainda predominante
¢ o Plantio Convencional, embora seja crescente a adog@o do Plantio Direto. O
Plantio Direto é o sistema mais usado principalmente nas grandes areas, € o
Plantio Convencional é usado na abertura de novas areas € nas areas em que
estavam estabelecidas anteriormente pastagens.

Um dos maiores problemas da agricultura mundial € o ataque de uma
ampla gama de pragas. No milho, esse ataque pode ocorrer na raiz, folha, espiga
e penddes. Quando a incidéncia se da na parte aérea da planta a aplicagdo das
medidas de controle a praga é mais facil pois a visibilidade do ataque é maior
que quando se da na parte subterrdnea. Esse ataque na raiz, por exemplo, ¢é
muitas vezes confundido com deficiéncia nutricional, efeitos das adversidades
climéticas ou ma qualidade da semente plantada (AVILA; PARRA, 2004,



22

MORON, 20604). A redugdo de rendimento na cultura do milho devido ao ataque
de pragas varia em niveis de 17,7% a 55,6% (CRUZ, 2008).

2.2 Lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda)

A lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) ¢ um inseto pertencente a
ordem Lepidoptera, que possue metamorfose completa (holometabolia),
passando pelas fases de ovo, larva (lagarta), pupa (crisalida) e adulta. Apesar dos
adultos ndo causarem nenhum dano, sua forma larval (de habito fitéfago) é
prejudicial, atacando a cultura e causando diversos prejuizos. As larvas sdo do
tipo cruciforme, destacando-se do resto do corpo, com aparelho bucal
mastigador. Sdo constituidas de 10 segmentos abdominais, apresentando no
térax 3 pares de pernas e geralmente possuem falsas pernas abdominais dotadas
de “ganchos” (GALLO et al., 2002; COSTA; IDE; SIMONKA, 2006).

A coloragdo da lagarta do cartucho varia de pardo-escura a esverdeada,
podendo ter coloragdo quase preta. Possue um destacado “Y” invertido na parte
anterior da cabega, formado pelas suturas frontais, e tem quatro manchas escuras
no dorso do ultimo segmento abdominal (ZUCCHI; SILVEIRA NETO;
NAKANO, 1993).

Essa lagarta passa por cinco ou seis estagios larvais, atingindo 40 a 50
mm de comprimento e 2,7 a 2,78 mm de largura da capsula ceflica. As lagartas
recém-eclodidas sdo esbranquigadas, possuem cabega mais larga do que o corpo
e apresentam mais pélos que as mais velhas. No primeiro instar, as lagartas
medem 1,9 mm de comprimento, com capsula cefilica medindo 0,3 mm de
largura. Ja as larvas de iltimo instar tém o corpo cilindrico, de coloragio
marrom-acinzentada no dorso, esverdeada na parte ventral e subventral, que
também apresenta manchas de coloragdo marrom-avermelhada. A duragio da
fase larval é de 12 a 30 dias (CRUZ, 1995).
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Findo o periodo larval, as lagartas penetram no solo, onde se
transformam em pupas. Inicialmente a pupa é de coloragio verde-clara com o
tegumento transparente. Nesta fase o corpo ¢ fragil e sensivel a injurias, depois
de algum tempo a pupa torna-se alaranjada e mais tarde passa i coloragio
marrom-avermelhada. Préximo a emergéncia a pupa torna-se escura, quase preta
(CRUZ, 1995). Sua fase pupal tem duragio de 10 a 12 dias, tendo colocagio
avermelhada € de 9 a 15 mm de comprimento (ZUCCHI; SILVEIRA NETO;
NAKANO, 1993).

Na sua fase adulta, ou seja, as mariposas medem de 30 a 40 mm de
envergadura, possuem asas anteriores de coloragdo parda, uniformes nas fémeas
e com manchas claras nos machos, tendo as asas posteriores coloragdo branco-
acinzentada (ZUCCHI; SILVEIRA NETO; NAKANO, 1993). Essa fase adulta
do inseto atinge aproximadamente 15 dias (SANTOS et al., 2004) botando as
fémeas até 2 mil ovos de formato esférico que sdo depositados em grupos sobre
as folhas das plantas (CRUZ, 2008).

Logo ap6s a oviposigio, o ovo € de coloragio verde-clara, passando para
uma coloragdo alaranjada apos 12 ou 15 horas. Proximo a eclosdo das lagartas
(aproximadamente 3 dias, no verdo), o aspecto se torna escurecido, devido a
cabeca negra da lagarta, vista através do corion. A massa de ovos € coberta por
uma camada fina de escamas, colocada pela fémea por ocasido da postura (CIA;
FREIRE; SANTOS, 1999).

O ciclo bioldgico desse inseto em plantas de milho completa-se em 25
dias A temperatura de 25°C, aumentando o nimero de dias quando as
temperaturas estio mais baixas (BUSATO; GRUTZMACHER; GARCIA,
2005a,b).

Também conhecida como lagarta militar, S. frugiperda é a principal
praga da cultura do milho, atacando em menor intensidade as culturas de arroz,

sorgo e capim-arroz (BUSATO et al.,, 2004). Além dessas culturas, Leiderman e
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Sauer (1953) relatam que a praga pode atacar alfafa, algoddo, amendoim, aveia,
batata, batata-doce, cana de agucar, hortaligas e trigo, sendo mais encontrada em
gramineas. Outras lagartas, consideradas pragas secundéarias do milho sdo:
lagarta da espiga (Helicoverpa zea), broca da cana (Diatraea saccharalis), broca
do colo (Elasmopalpus lignosellus), lagarta rosca (Agrotis ipsilon), entre outras
(CHIARADIA, 2010).

Seu ataque se da desda emergéncia a fase de enchimento dos grios da
espiga (AVILA; DEGRANDE; GOMEZ, 1997; CRUZ, 2007). A praga possue
ampla distribuigdo geografica nas Américas (KING; SAUNDERS, 1984;
ZUCCHI; SILVEIRA NETO; NAKANO, 1993) e infesta as plantagdes de milho
nas suas duas safras: safra de verdo e safrinha (GALLO et al., 2002).

S. frugiperda prefere infestar o cartucho das plantas, onde as lagartas
pequenas raspam as folhas sem consumir a epiderme membranosa da face
inferior, tendo o sintoma de “folhas raspadas™. A partir do seu segundo instar, as
lagartas consomem as folhas do cartucho, permanecendo até completar seu
desenvolvimento larval, ou seja, a praga compromete tanto as plantas pequenas
quanto as maiores (CRUZ, 2008).

Apesar da sua preferéncia de ataque, a lagarta pode atacar as plantulas
de milho rente ao solo, causando danos semelhantes aos da lagarta-rosca
(CHIARADIA, 2007). Podem também atacar o colmo do milho, bloquear o
pedunculo da espiga impedindo a formagdo dos grios e penetrar na base ou
ponta da espiga para alimentar-se de gréos leitosos, facilitando a infecgdo por
microorganismos (GALLO et al., 2002; CRUZ; VIANA; WAQUIL, 2002;
CRUZ, 2007).

No ataque dessa praga, o que se observa é apenas uma lagarta por
planta de milho ou is vezes virias espécimes ocorrendo em uma mesma plantas,
mas separados pelas folhas. Esse ataque individual é acentuado pelo habito
canibal da lagarta do cartucho (GALLO et al., 2002).
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No controle biolégico da lagarta do cartucho atuam patégenos,
parasitéides e pradadores. Dentro desse tipo de controle atuam inseticidas
formulados com bactéria entomopatogénica B. thuringiensis (Bt) (V ALICENTE;
ZANASI, 2005; FATORETTO et al, 2007; AGROFIT, 2003); com virus
conhecido como Baculovirus spodoptera (GERK; KITAJIMA; SOUZA, 1997;
GOMEZ; MOSCARDI; SOSAGOMEZ, 1999; MATRANGOLO; MARTINS-
DIAS; CRUZ, 2007); e com fungo Baeuveria bassiana (Bals) (CARNEIRO et
al., 2004). No entanto, Cruz (2008) observou que muitas vezes o controle dessa
praga em lavouras de milho por pulverizagdo se verificou ineficiente pela
dificuldade do inseticida em atingir as lagartas ou pelo fato das plantas ndo
reterem a dose necessaria de ingredientes inseticidas ativos para matar o inseto.

Como alternativas para manejar a lagarta do cartucho e outras farvas de
lepiddpteros que incidem na cultura do miltho ha o uso de hibridos ou variedades
transgénicas de milho, que s3o conhecidas por milho Bt, nas quais foram
inseridos genes da bactéria B.thuringiensi Berliner (CHIARADIA, 2010).

2.3 Bacillus thuringiensis

A histéria da bactéria Bacillus thuringiensis (Bacillaceae) comegou em
1901 quando uma epidemia causou a mortalidade em massa de larvas do bicho-
da-seda (Bombyx mori) no Japio, ficando conhecida como “sotto-disease”. O
bacteriologista japonés Ishiwata, estudando essa epidemia conseguiu isolar uma
bactéria, até entdo desconhecido, da larva morta. Ja nessa época o pesquisador
relatou a existéncia de uma toxina que estaria relacionada com a morte das
larvas (ISHIWATA 1901, 1905, 1906).

Em 1908, Iwabuchi denominou a bactéria descoberta como B. softo
Ishiwata, mas posteriormente essa nomenclatura foi considerada invalida
(GLARE; O°’CALLAGHAM, 2000). Em 1911 Berliner isolou células de uma
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bactéria formadora de esporos, de lagartas da espécie Anagasta kuehniella
(mariposa da farinha) e em 1915, em homenagem & provincia alemd de
Thuringia, de onde foi isolada, a denominagio Bacillus thuringiensis foi
adotada. A mesma bactéria foi posteriormente isolada por Mattes em 1927 e
desde entdo Berliner e Mattes relataram a patogenicidade deste tipo de bacilo
para as larvas deste inseto.

A denominagio Bacillus thuringiensis geralmente é empregado para
uma Gnica espécie, mas considerando aspectos taxondmicos esta bactéria
pertence a um complexo de varias espécies denominado B. cereus (B. anthracis,
B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis e B. weihenstephanensis). As espécies
B. thuringiensis ¢ B. cereus mostram caracteristicas fenotipicas e bioquimicas
comuns, mas por definigdo, B. thuringiensis pode ser diferenciado pela presenca
dos cristais (LUTHY; WOLFERSBERGER, 2000), visiveis em microscopia de
contraste de fase. Esta semelhanga é devido tanto & capacidade do Bt de parar
de produzir as 3-endotoxinas, “tornando-se” B. cereus, quanto a transferéncia de
plasmideos, que codificam essas toxinas, de Bt para B. cereus. A distingio entre
estas espécies ndo € clara e continua sendo assunto de interesse de muitos
taxonomistas (GLARE; O’CALLAGHAM, 2000; HANSEN; SALAMITOU,
2000; SCHNEPF et al., 1998).

B. thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva, aerdbica ou
facultativamente anaerdbica (RASKO et al., 2005), em forma de bastonete,
formadora de esporos e que tem a capacidade de produzir, durante a
esporulagdo, diversas inclusSes cristalinas altamente especificas, que sdo
responsaveis pela atividade toxica desta espécie (GLARE; O’CALLAGHAM,
2000; HABIB; ANDRADE, 1998).

B. thuringiensis ¢ um dos microorganismos entomopatégenos mais
importantes do ponto de vista cientifico e industrial, devido a um conjunto de

caracteristicas desejaveis, principalmente ao seu modo de agiio e a sua
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especificidade. E a espécie mais estudada, tendo sido isolados inémeros
sorotipos, em diferentes regides do mundo. Destacam-se por sua importincia
como biolarvicidas algumas sorovariedades como aizawai, israelensis, kurstaki
e tenebrionis, todas com importante aplicagdo na satide piblica e na agricultura,
sendo recomendadas para combater uma série relativamente grande de insetos
das ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Lepidoptera (GLARE; O'
CALLAGHAN, 1998; JOUNG; COTE, 2000).

Bt desenvolve-se em condi¢Ges aerdbicas e em meios artificiais bastante
simples. Sob certas restrigdes, como auséncia de nutrientes ou actimulo de
metabolitos indesejaveis, esta bactéria pode manter-se em laténcia na forma de
endésporos (YAMAMOTO; DEAN, 2000; BRAVO; GILL; SOBERON, 2005).
Dificilmente ¢ encontrado causando epizootias naturais em insetos, pois ndo é
considerado um entomopatégeno com grande agressividade e nem sempre
esporula em insetos antes ou ap6s sua morte (POLANCZYK; ALVES, 2003).

Esporos de B. thuringiensis podem ser isolados de diversos ambientes
como solo, rizosfera, filoplano, agua fresca, poeiras de grios e de insetos,

crusticeos, anelideos e mamiferos insetivoros. (Figura 1).
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Figura 1. O complexo ecolégico de Bt. Os varios locais no qual o Bt tem sido isolado e
pode replicar estio mostrados esquematicamente. Possiveis locais de
reprodugdo incluem o solo, a rizosfera, o filoplano ou outros tecidos da planta,
ou dentro de insetos vivos ou mortos, ou dentro de outros invertebrados.
Representando sua forma vegetativa por retingulo vermelho, sua forma de
esporo por oval amarelo, e sua forma de cristal por losango rosa (RAYMOND
et al., 2010).

Os cristais de Bt sdo mais resistentes a radiagdo ultravioleta que os
esporos. Por isso a atividade inseticida reflete a atividade dos cristais, embora o
namero de esporos viaveis possa ser reduzido. Sendo o destino e a permanéncia
dessa atividade no ambiente ainda nio bem conhecido, mas alguns trabalhos
mostram que as toxinas unem-se a elementos que as protegem da degradagio por
microorganismos, as mantendo com atividade inseticida. A meia vida dos
esporos de Bt nas folhas, por exemplo, ¢ de menos de 1 a 3 dias. Esse valor é
bem inferior quando comparado com a meia vida dos esporos de Bt no solo que

€ de 100 a 200 dias (POLANCZYK; ALVES, 2003).
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Quanto a sua localizagdo, os genes podem estar contidos tanto nos
cromossomos quanto nos megaplasmideos (40-200MDa) ou em ambos
(GONZALES; BROWN; CARLTON, 1982; SANCHIS et al.,, 1998). Além
disso, existem cepas de Bt que apresentam um tnico gene codificador enquanto
outras apresentam genes diferentes, porém relacionados (POLANCZYK;
ALVES, 2003). Os genes € o produto de suas amplificagdes, ou seja, suas
respectivas proteinas téxicas recebem a mesma nomenclatura variando apenas a
forma da escrita, ou seja, as proteinas sdo grafadas com apenas a primeira letra
mailscula e os genes grafados todos em mintsculas e em itilico. Por exemplo,
proteinas Cry1Ab e gene cryl4b.

Muitos pesquisadores tém tentado introduzir sistemas de classificagdo
taxondmica para Bt, usando varios critérios, tais como sorotipagem,
susceptibilidade de fagos e perfil plasmidial, e isso resultou na classificagdo de
cerca de 100 subespécies.

Embora exista uma boa correlagido entre a subespécie Bt e gama de
hospedeiros de insetos a nivel familiar, o relacionamento tende a quebrar no
género e espécies, pois a maioria das cepas de Bt podem sintetizar mais de uma
toxina, resultando em sobreposi¢do de perfis complexos. Por exemplo, a maioria
das cepas de B. thuringiensis kurstaki sio especificas para insetos lepidépteros,
enquanto as estirpes israelensis sdo especificos para dipteros e estirpes
morrisoni sio especificos para coleopteros. Outras cepas ndo sdo ativas contra
esses insetos, mas sdo toxicos para diversos invertebrados como as cepas de Bt
contendo apenas toxinas do tipo Cry5 e tipo Cry6 sdo ativos contra nematdides
(SANAHUIJA et al., 2011).

No nivel de género e espécie, é mais 1til classificar funcionalmente as
cepas de Bt com base nas proteinas toxicas que produzem, pois esta ¢ uma

maneira mais l6gica para definir a gama de hospedeiro. As toxinas podem ser
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descritas em termos de suas seqii€ncias de aminoacidos, estruturas de proteinas e
modo de a¢do (CRICKMORE et ai., 1998).

Inicialmente, cada gene recém caracterizado ou proteina recebeu uma
designacgfo arbitraria de seu descobridor. Mais tarde os genes das toxinas foram
classificados em quatro tipos, com base na especificidade do inseto e homologia
de seqiiéncia (HOFTEY; WHITLEY, 1989). Genes cry tipo I codificam
proteinas de 130 kDa, e sdo usualmente especificos para larvas de lepiddpteros,
genes cry I codificam para proteinas de 70 kDa especifico para lepidopteros e
larvas de dipteros. Genes cry III codificam para proteinas de 70 kDa especifico
para larvas de coledpteras e genes cry IV sdo especificos para larvas de dipteros.
O sistema foi extendido para incluir os genes de tipo V, que codificam para
proteinas de 81 kDa eficazes contra larvas de lepiddpteros e coledpteros
(TAILOR et al., 1992).

Mas, algumas inconsisténcias foram encontradas no presente regime.
Por exemplo: as proteinas Cry tipo I foram designados como lepiddpteros-
especificas, porém CrylAb e CryIC apresentam atividade dupla tanto contra
larvas de dipteros e lepidopteros. CrylB apresentou-se téxico para dipteros,
coledpteros e larvas de lepidopteros.

Portanto, um novo sistema de classifica¢do, baseado exclusivamente na
similaridade de aminoicidos, foi proposto e estd sendo usado atualmente
(CRICKMORE et al., 1998). Proteinas Cry e Cyt foram atribuidas a uma classe,
se a sua similaridade de seqiiéncia é maior que 45% do que os outros membros
da classe. Neste sistema, niimerais romanos foram trocados por numerais
arabicos como a primeira classe. Para cada toxina é atribuido um nome
exclusivo com todas as quatro classes, ou seja, primirio, secundario, terciario e
quaternario (por exemplo, Cry23Aal). A inclusdo da terceira e quarta classe
pode ser opcional. A nova toxina poderia, portanto, ser simplesmente referido

como Cry23A. Proteinas com a mesma classificagdo primaria frequentemente
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afetam a mesma ordem de insetos. Aqueles com classe secundiria e tercidria
diferentes podem ter diferentes poténcia e direcionamento dentro de uma ordem.
Na classe quaterndria, as diferengas podem ser devido a mutagSes pontuais
dispersas. Essa classe foi criada para grupos alélicos de genes que codificam
para toxinas conhecidas que diferem apenas ligeiramente. As trés primeiras
classes representam cerca de 40, 78 e 95% de identidade de aminoacidos
(CRICKMORE et al., 2011).

Bt pode produzir, além das toxinas inseticidas, proteinas toxicas ndo
desejaveis para a agricultura. Um exemplo sio as exotoxinas. Toxinas
termoestateis que possuem amplo espectro de agio contra insetos, mas também
ha toxicidade contra vertebrados. Devido a isso, a maioria dos bioinseticidas a
base de Bt utiliza isolados ou subespécies que ndo produzem essas toxinas
(GLARE; O’CALLAGHAM, 2000).

Além das endotoxinas Cry e Cyt, outra classe de proteinas que podem
contribuir para a viruléncia de B. thuringiensis em insetos-praga especificos sdo
as proteinas vegetativas, Vip, que possuem, assim como as proteinas formadoras
de cristais, elevada toxicidade para lepidopteros como S. frugiperda e H. zea
(GLARE; O’CALLAGHAM, 2000).

2.3.1 Proteinas Cry

Proteinas Cry sdo §-endotoxinas especialmente toxicas para as ordens de
insetos Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e¢ Diptera, e também aos
nematoides. A defini¢do de uma proteina Cry é bastante ampla: uma inclusdo
protéica parasporal (cristal) de B. thuringiensis que exibe algum efeito toxico
experimentalmente verificivel para um organismo alvo ou qualquer proteina que
tenha similaridade de seqiiéncia para uma proteina Cry conhecida
(CRICKMORE et al., 1998).
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Os membros da familia do maior e mais estudado grupo de proteinas Bt,
as Cry, sio moléculas globulares contendo trés dominios estruturais ligados por
ligagdes simples. Uma caracteristica particular dos membros desta familia ¢ a
presenga de protoxinas que possuem tamanho aproximado do dobro da maioria
das toxinas. A extensio C-terminal encontrada nas longas protoxinas ¢
dispensdvel para a toxicidade e acredita-se que essa regido exerce um papel na
formagdo dos corpos de inclusiio do cristal dentro da bactéria (DE MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001).

Apesar da sua diversidade de seqiiéncia, todas as proteinas Cry
compartilham essa estrutura terciaria, como exemplificado pelas estruturas de
seis proteinas Cry mostradas por cristalografia de raio X (CrylAa, Cry2Aa,
Cry3Aa, Cry3Bb, Cryd4Aa e Cry4Ba) (Figura 2) (DE MAAGD; BRAVO;
CRICKMORE, 2001).
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Figura 2. Estrutura dos trés dominios das proteinas Cry. (a) Estrutura primdria,
mostrando a organizagdo do dominio dos membros representatives de cada
familia Cry. b) Estrutura tercidria conservada, mostrando a posi¢do dos trés
dominios. Fonte: De Maagd, Bravo e Crickmore (2001).
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Essa semelhanca na estrutura sugere um modo de agdo das proteinas
Cry. O dominio N-terminal (Dominio I) é composto de sete a-hélices, no qual a
hélice central a-5 ¢ hidrofobica e é cercada por outras seis hélices anfipaticas
sendo este dominio helicoidal o responsével pela inser¢io na membrana e
formagéo dos poros. O Dominio II € constituido de trés B-folhas anti-paralelas
com as regides “loop” expostas ¢ o Dominio III é um B-sanduiche (LI;
CARROL; ELLAR, 1991; GROCHULSKI et al, 1995; MORSE;
YAMAMOTO; STROUD, 2001; GALITSKY et al., 2001; BOONSERM et al.,
2005, 2006). As regides expostas nos Dominios Il e I estio envolvidas na
ligagdo ao receptor (BRAVO; GILL; SOBERON, 2005).

O modo de agdio das toxinas Cry tem sido caracterizado principalmente
em insetos lepidopteros. Estudos mencionam que a agdo primaria dessa toxina &
lisar as células epiteliais do intestino médio do inseto-alvo pela formagio de
poros na membrana microvilosa apical das células do meséntero (ARONSON;
SHAI, 2001; DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; BRAVO; GILL;
SOBERON, 2005). As protoxinas inativas ingeridas por larvas suscetiveis
dissolvem-se no meio alcalino do intestino, sdo solubilizadas e clivadas por
proteases do intestino médio produzindo proteinas resistentes a proteases de 60-
70 kDa (BRAVO; GILL; SOBERON, 2005). A ativacdo da toxina envolve a
remogdo proteolitica de um peptideo N-terminal (25-30 aminoacidos para
toxinas Cryl, 58 para Cry3A e 49 para Cry2Aa) e cerca de metade das proteinas
restantes da porgdo C-terminal, no caso de protoxinas Cry longas. A figura. 3
mostra uma representacio esquematica da estrutura da protoxina Cry e seus
sitios de clivagem das proteases (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). A toxina
ativada entdo se liga a receptores de glicoproteinas especificos na borda da
membrana das células epiteliais do intestino médio (DE MAAGD; BRAVO;
CRICKMORE, 2001; BRAVO; GILL; SOBERON, 2005) antes de inserir na

membrana. Esses receptores, na verdade, desempenham um papel fundamental
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na determinacdo de suscetibilidade/resisténcia a uma toxina particular de B.
thuringiensis estando sua natureza sob intensa investigagio (ALCANTARA et
al., 2004). A inser¢do da toxina se da de forma rapida e irreversivel, levando a
formagdo de poros liticos nas microvilosidades da membrana apical
(ARONSON; SHALI, 2001; BRAVO; GILL; SOBERON, 2005). Posteriormente
ocorre a lise celular e, muito provavelmente, resulta na permeabilidade seletiva
de cations. Ocorre entdo, a ruptura do epitélio do intestino médio, liberando o
conteudo da célula, fornecendo um meio com esporos germinando e como
consequéncia uma septicemia grave (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE,
2001; BRAVO; GILL; SOBERON, 2005) e/ou levando a paralisia do intestino,
cessando a alimentagdo e como consequéncia a morte por fome (inani¢do), o que

ocorre geralmente apds 1-3 dias (ALI et al., 2010).
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Figura 3. Comprimento relativo das protoxinas Cry e as posigdes da digestdo das
proteases. As caixas brancas representam a protoxina e as caixas listradas
representam a toxina ativa. As setas cheias mostram os sitios de clivagem
amino-e carboxi-terminal da toxina ativada. As setas pontilhadas mostram as
clivagens intramolecular. O corte de CrylA na posi¢do 51 resultou na perda da
hélice a-1 e na formagdo do pré-poro. Fonte: Bravo, Gill € Soberén (2007).
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Uma caracteristica interessante da ativagdo da toxina Cry é o
processamento do final N-terminal. A estrutura tridimensional da protoxina
Cry2Aa revelou que as duas o-hélices da regido N-terminal obstrui uma regido
da toxina envolvida na interagdo com o receptor (MORSE; YAMAMOTO;
STROUD, 2001). Além disso, verificou-se que um Cry1Ac mutante que reteve o
final N-terminal, apds tratamento com tripsina ligou-se a membrana
inespecificamente de Manduca sexta, e foi incapaz de formar poros nas
vesiculas do intestino médio (BBMV) das mesmas (BRAVO et al., 2002).
Assim, o processamento final N-terminal de protoxinas Cry pode deixar 3
mostra o fragmento hidrofébico do Dominio II envolvido na interag¢fio toxina-
receptor ou toxina-membrana (BRAVO; GILL; SOBER()N, 2007).

Meenakshisundaram e Gujar (1998) sugerem que diferencas no grau de
solubilizagdo de diferentes toxinas possam explicar as diferencas na toxicidade
de virias proteinas e que a diminuigo da solubilidade pode ser um dos possiveis
mecanismos de resisténcia dos insetos as proteinas de B. thuringiensis. Embora a
ligagdo das toxinas Cry aos receptores determine a sensibilidade da espécie a
vérias toxinas, ha excegdes distintas. Por exemplo, CrylAc liga-se bem com os
receptores de membrana da lagarta da beterraba (Spodoptera exigua), mas ha
muito pouca toxicidade a este inseto (GARCZYYNSKI; CRIM; ADANG,
1991). Ja a proteina CrylAb € mais toxica para o mariposa cigana (Lymantria
dispar) que CrylAc, mas ndo se liga bem aos receptores da membrana
(WOLFERSBERGER, 1990).

2.3.2 Proteinas Cyt
As toxinas Cyt sdo d-endotoxinas encontradas principalmente em cepas

de Bt ativas contra dipteros. Da mesma forma de Cry, proteinas Cyt denotam

uma inclusio protéica parasporal (cristal) de B. thuringiensis que exibe atividade
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hemolitica, ou qualquer outra proteina que tenha similaridade de seqiiéncia
obvia para uma proteina Cyt conhecida (CRICKMORE et al., 1998). Séo toxinas
de menor peso molecular (25-28 kDa), denominadas de endotoxinas citoliticas
(POLANCZYK; ALVES, 2003).

A estrutura dessas proteinas ¢ dada por um dominio a-f finico, composto
de duas camadas exteriores de grampos a -hélice acondicionadas em torno de

um f-fotha (LI; PANDELAKIS; ELLAR, 1996, Fig. 4).

Figura 4. Estrutura tridimensional da toxina inseticida Cyt2A de Bacillus thuringiensis.
Fonte: Li, Pandelakis e Ellar (1996).

Como ocorre com as Cry, as toxinas Cyt também sio sintetizadas como
protoxinas e necessitam de remogio de pequenas porgdes do N-terminal e C-
terminal para que ocorra sua ativagio (LI; PANDELAKIS; ELLAR, 1996). No
caso de Cyt2Aa, 32 aminodcidos da porgio N-terminal e 15 aminoécidos da
por¢ao final C-terminal sdo removidos pela proteinase K produzindo uma

proteina mondmera com atividade hemolitica. Mas diferentemente do modo de
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agdo das Cry, as toxinas Cyt ndo se ligam a proteinas receptoras. Essas toxinas
tém interagdo direta com a membrana lipidica através da insergio e formagio
dos poros (THOMAS; ELLAR, 1983; GILL; SINGH; HORNUNG, 1987; LI
PANDELAKIS; ELLAR, 1996; PROMDONKOY; ELLAR, 2003) ou destruigdo
da membrana como uma interagio detergente (BUTKO, 2003).

Ja foi documentado em campo com insetos lepidoptera o aparecimento
de resisténcia a Bt nos insetos (FERRE; VAN RIE, 2002). No entanto, nenhuma
resisténcia foi observada em espécies de mosquitos controlado por B
thuringiensis subsp. israelensis, Bti (BECKER, 2000). Essas bactérias produzem
inclusdes cristalinas compostas das toxinas Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa,
Cryl1Aa, Cytl1Aa E Cyt2Ba (BERRY et al., 2002), sendo a falta de resisténcia
ao Bti devido a presenga da proteina Cytl Aa no cristal (GEORGHIOU; WIRTH,
1997). O sinergismo entre Cyt1Aa e as proteinas Cry de Bti tem sido observado
(CHILCOTT; ELLAR, 1988; ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE;
ELLAR, 1992; GEORGHIOU; WIRTH, 1997) sendo a atividade dos cristais em
Bti muito maior do que as proteinas isoladas. Pérez et al. (2005) demonstrou que
a toxina Cryl1Aa e a proteina Cytl Aa se sinergizam, funcionando a toxina Cyt
como uma molécula receptora. A interagdo de Cryl1Aa e CytlAa ¢ similar as
ligagGes das Cry aos receptores naturais, sendo esse o primeiro exemplo de uma
bactéria entomopatogénica que ndo produz apenas a toxina mas também o
receptor funcional, promovendo assim a ligagdo da toxina na membrana e a
toxicidade ao mosquito. Na figura 5 pode-se observar o modo de agdo das

proteinas Cry em lepiddpteros e o sinergismos entre Cry e Cyt em dipteros.
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Figura 5. Modelo do modo de agdo das toxinas Cry e Cyt. (A) Interagdo sequencial de
toxinas Cry em espécies de lepidopteros. (1) Solubilizagdo e ativagdo da toxina,
(2) ligacdo da toxina monomérica Cry no primeiro receptor, induzindo a
mudanga conformacional, (3) a formagdo de oligémero; (4) ligagdo da toxina
oligomérica no segundo receptor, ocorrendo uma mudanga conformacional na
toxina para um estado globular, (5) inser¢io da toxina oligomérica na
membrana lipidica e formagio do poro. (B) Papel das toxinas Cry e Cyt na
intoxicacdo de larvas de dipteros. (1) Solubilizagdo e ativagfio das toxinas Cry e
Cyt, (2) insergdo da toxina Cyt na membrana e ligagdo da toxina Cry aos
receptores de membrana (ALP ou toxinas Cyt), (3) oligomerizagdo da toxina
Cry; (4) insergdo do oligdmero na membrana, resultando em formagdo de poros.
Fonte: Bravo, Gill e Soberén (2007).

Até o momento, as toxinas Cyt descritas estdo distribuidas em trés
classes, Cytl, Cyt2 e Cyt3 (CRICKMORE et al., 2011), sendo Cytl e Cyt2 duas
familias altamente relacionadas (CRICKMORE et al., 1998).

2.3.3 Proteinas Vip

Desde a descoberta da toxina Vip por Estruch et al. (1996), dois grandes
grupos da toxinas tém sido identificados em B. thuringiensis. Um grupo de
toxinas Vip consiste de toxinas bindrias que sdo feitas de dois componentes:
Vipl e Vip2 (WARREN, 1997) tendo 100 kDa e 52 kDa, respectivamente. Sdo
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toxicas para certas espécies de coledpteros (ESPINASSE et al., 2003), sendo
altamente inseticida para um inseto agronomicamente importante, o
crisomelideo do milho (Diabrotica virgifera), mas nio mostrando qualquer
atividade inseticida para lepidopteros (HAN et al., 1999).

O outro grupo consiste nas toxinas Vip3, ndo tendo similaridade de
sequéncia com Vipl ou Vip2. Vip3A consiste de uma proteina de 88,5 kDa ativa
contra um amplo espectro de insetos lepidopteros, incluindo 4. ipsilon, S.
exigua, S. frugiperda, H. virescens, ¢ H. zea, alguns dos quais tém baixa
suscetibilidade a maioria das d-endotoxinas (ESTRUCH et al., 1996; YU et al.,
1997).

Baseado em uma série de testes in vitro e in vivo, Vip3A e Cry diferem
em varios passos necessarios para a atividade inseticida apesar de ambas serem
proteinas Bt formadoras de poros. A proteina Vip3A ndo possue nenhuma
homologia com proteinas Cry, tendo exclusivo mecanismo de agdo inseticida. £
produzida em uma fase de crescimento diferente do Bt, se liga a receptores
independentes, forma poros com propriedades tnicas e mata todos os insetos
resistentes a proteina Cry testado dentro da atividade de espectro conhecido
(KURTZ, 2010).

Além disso, algumas cepas de Bt resistentes as proteinas Cry mortas
pela Vip3 A apresentam resisténcia cruzada a diversas outras proteinas Cry e tém
multiplos mecanismos de resisténcia relacionados a ligagbes reduzidas e
alteragGes na atividade proteolitica, sendo essas caracteristicas essenciais para o
sucesso da toxicidade de ambas as proteinas Bt (YU et al., 1997; LEE et al.,
2003; LEE; MILES; CHEN, 2006; SENA; HERNANDEZ-RODRIGUEZ;
FERRE, 2009; JACKSON et al., 2007; ANILKUMAR et al, 2008).

Todos os dados gerados, amplo espectro e diferentes modos de agdo
inseticida de genes cry, indicam Vip3A como a proteina favoravel para

complementar as proteinas Cry na piramidagdo de genes em transgénicos, ou
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seja, dois ou mais genes inseridos em um Unico organismo, como estratégia do
aumento de resisténcia por meio do controle de insetos resistentes as proteinas
Cry. Essa estratégia pode ser usada para o manejo de resisténcia das culturas

transgénicas aos insetos alvo.
2.3.4 Aplicac6es Agrondmicas do Bt: Bioinseticidas e Culturas Bt

As duas maiores importdncias das toxinas de Bt sdo: o controle de
pragas no campo ¢ vetores de doengas humanas através de bioinseticidas, € o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos.

Em 1938 foi iniciada a produgio comercial da bactéria B. thuringiensis,
na Franga com o lancamento no mercado do bioinseticida Sporeine
(LAMBERT; PEFEROEN, 1992). Posteriores pesquisas de Steinhaus (1951)
levaram a um interesse renovado nesses produtos, e como resultado, defensivos
agricolas mais potentes, como Thuricide ® e Dipel ® foram introduzidas.

Bt € o principal agente de controle bioldgico utilizado atualmente, sendo
responsavel por aproximadamente 2% do mercado mundial de inseticidas
(LAMBERT et al., 1992; SCHNEPF et al., 1998). E a bactéria responsavel por
mais de 90% do total das vendas de biopesticida (GLARE; O’CALLAGHAM,
2000), tendo sido usada no campo durante os ltimos 50 anos (ALI et al., 2010).
Os produtos que contém misturas de esporos e cristais de Bt sdo comercializados
para controlar uma gama de diferentes insetos durante suas fases de larva,
incluindo lagartas, besouros e mosquitos (ROH et al., 2007).

Uma das grandes desvantagens dos pesticidas é a pequena janela de
eficicia, e o fato das mudangas climaticas podem tornar initil a pulverizaggo
do veneno em questdo de horas. Pulverizagdes com Bt devem ser reaplicadas
vérias vezes na época de cultivo para atingir toda a populagdo de larvas de

pragas, aumentando a quantidade de produto que deve ser usado e o combustivel
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necessdrio para a pulverizagdo. Além disso, pulverizagdes de biopesticidas tém
pouco impacto sobre as chamadas pragas cripticas, ou seja, insetos sugadores de
seiva e as larvas que se alimentam proximo as raizes (SANAHUJA et al., 2011).

Uma possivel solugiio para este problema foi desenvolvido na meados
dos anos 1980, quando os cientistas introduziram genes cry de Bt em plantas de
tabaco e tomate e as proteinas foram expressas diretamente nos tecidos da
planta. A empresa belga Plant Genetic Systems foi pioneira no interesse
comercial da tecnologia transgénica do Bt, mas nenhuma proteina Cry foi
detectada na primeira geragdo de plantas transgénicas experimentais
(FISCHHOFF et al., 1987; VAECK et al., 1987; PERLAK et al., 1991).

Depois de bons resultados em testes de laboratério, os primeiros testes
de campo com tabaco transgénico Bt, ou seja, inser¢des de genes de Bacillus
thuringiensis para a resisténcia de pragas, foram conduzidos nos Estados Unidos
e na Franga em 1986. Considerando que nunca foi possivel a exploragdo
comercial da variedade de tabaco Bt desenvolvido, as plantas de batata
transgénicas expressando Cry3A de Bt var. fenebrionis para o controle da
lavoura contra o besouro da batata do Colorado (Leptinotarsa decemlineata)
foram destinados para o desenvolvimento comercial (PERLAK et al., 1993).

Em 1995, a Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA (EPA) aprovou o
primeiro registo de batata, milho e algoddo Bt. O primeiro a chegar ao mercado
foi a variedade de batata Monsanto NewLeaf expressando Cry3A, seguido
rapidamente por dois hibridos de milho transgénico expressando CrylAb para
proteger contra a broca do milho europeia, KnockOut pela Syngenta (Basel,
Suiga) e NatureGard pela Mycogen (ambos evento 176). A multinacional
Monsanto também langou as variedades de algoddo Bollgard e Ingard (eventos
531, 757, 1076) expressando a toxina CrylAc modificada. Duas outras
variedades de milho Bt expressando CrylAb foram liberados logo em seguida:
Agrisure CB pela Northrup King (evento Btl1) e YieldGard (evento MON 810)
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pela Monsanto. A batata NewLeaf e seus sucessores (NewLeaf Y , NewLeaf
Plus) foram retirados do mercado em 2002 e as variedades de milho contendo o
evento 176 foram posteriormente retiradas e substituidas por produtos mais
rentaveis (SANAHUIJA et al., 2011).

Em 1998, a adogiio de culturas Bt aumentaram de forma significativa,
mostrando o impacto positivo da tecnologia dos transgénicos Bt na agricultura e
no meio ambiente. Em 1998, a EPA aprovou uma linha de tomate resistante a
insetos (evento 5345) expressando CrylAc e em 2001 a variedade do milho
Herculex desenvolvido em conjunto pela Pioneer Hi-Bred e Dow AgroSciences
(evento TC 1507) expressando Cry1F, protegendo as plantas contra lagarta rosca
(dgrotis ipsilon), lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) e o broca do
mitho europeu (Ostrinia nubilalis). Um novo marco foi alcangado em 2002 com
a aprovagdo do algoddo da Monsanto Bollgard 11 (evento 15.985), que foram
expressas duas toxinas Bt CrylAc , Cry2Ab, e mais tarde YieldGard Rootworn
(evento MON 863) expressando uma variante sintética do gene cry3BbI de Bt
subsp. kumamotoensis oferecendo resisténcia contra crisomelideo do mitho
(Diabrotica virgifera). A primeira variedade desenvolvida pelo cruzamento de
duas variedades Bt langadas anteriormente foi langada em 2003 com a cultivar
YieldGard Plus (evento MON 810 + MON 863) pela Monsanto, expressando
CrylAbl e Cry3Bbl (SANAHUJA et al., 2011).

Os Estados Unidos estd entusiasticamente envolvido no
desenvolvimento da agricultura Bt e tem de longe a maior quantidade de terras
utilizadas para cultivos Bt. No entanto, culturas Bt sdo cultivadas em outros 25
paises e o nimero de paises que adotaram lavouras Bt e a quantidade de terras
retiradas para o seu cultivo tem apresentado uma tendéncia ascendente e
continua pelos 15 anos. A agricultura Bt estdi em expansio em todos os
continentes, exceto o europeu. A érea total global dedicada a cultivos Bt em

2009 foi superior a 50 milhdes de hectares (36% de todas as culturas GM),
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composto de 21,7 milhSes de hectares de culturas apenas Bt e 28,7 milhdes de
hectares de cultivos de Bt associados com tolerdncia a herbicidas (JAMES,
2010).

Embora o Brasil e a Argentina detenham atualmente o segundo lugar e
terceiro lugar no ranking mundial para a agricultura Bt (JAMES, 2010), China e
india tém tido uma adogfio mais rapida. Isto porque ambos sdo grandes
produtores de algoddo e a China em particular, é a maior produtora de arroz.
Ensaios com arroz Bt no campo foram realizados, pela primeira vez, na China
em 1998. Uma série de linhagens de arroz Bt transformados com genes cryid
modificado, crylAb e crylAc foram avaliados em experimentos de larga escala
em 2007 (HUANG et al., 2007) e foram aprovados para liberacdo comercial em
novembro de 2009 embora o cultivo em larga escala ainda esteja pendente
(SANAHUIJA et al., 2011).

No Brasil, cultivares transgénicas de algoddo, mitho e soja resistentes a
pragas e/ou tolerantes a herbicidas estdo no mercado ap6s longos estudos, testes
e liberagdo pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio), que &
responsavel por prestar apoio técnico consultivo ao governo federal na
formulagio, atualizagdo e implementagdo da Politica Nacional de Biosseguranga
relativa a organismos geneticamente modificados (OGM), bem como,
estabelecer normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos referentes a
protegdo da saide humana, dos organismos vivos e do meio ambiente, para
atividades que envolvam a construgio, experimentagdo, cultivo, manipulagio,
transporte, comercializagdo, consumo, armazenamento, liberagdo e descarte de
OGM e derivados (CTNBio, 2011).

Segundo dados da CTNBio (2011), o primeiro algoddo transgénico
liberado para comercializagio pela CTNBio se deu em 2005, com um evento da
Monsanto, onde a planta modificada apresentava resisténcia a insetos-praga. Em

2009, foi liberado o primeiro algoddo transgénico com piramidagéo de genes de
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resisténcia a pragas e tolerancia a herbicidas pela Dow AgroSciencies. Até o
momento foram liberados 8 eventos de algoddo trangénico. Sendo 5 deles
algodédo Bt. O ultimo evento aprovado para comercializagdo foi em 2011 com a
liberagdo do algodao TwinLink, da Bayer S.A com a insergéo dos genes crylA4b
e cry24e.

Ja a soja transgénica teve sua primeira liberagdo no Brasil em 1998 ¢
hoje existem 5 aprovagdes comerciais, mas apenas em 2010 ocorreu a liberagdo
da soja Bt (toxina CrylAc) associada a tolerdncia a herbicida, pela Monsanto
(CTNBio, 2011).

O milho ¢ a cultura com maior eventos transgénicos liberados para
comercializagdo no Brasil. Dos 15 eventos liberados de 2007 a 2010, 12 sdo
milho Bt sendo sua grande maioria genes cry, mas a multinacional Syngenta, em
2009 e em 2010 langou culturas de milhos Bt com o gene vip3. Além dessa
empresa, Monsanto, Dow AgroSciences e Du Point sio as multinacionais
responséveis pelo desenvolvimento de milhos geneticamente modificados para
resisténcia a insetos-praga e aprovados para comercializagdo no Brasil (CTNBio,
2011).

Uma das legislagdes da CTNBio recomenda que as lavouras
transgénicas devem estar a pelo menos 100m de distincia das divisas da
propriedade vizinha ou, alternativamente, devem ter 20m de bordadura cultivada
com milho ndo Bt, de porte e ciclo similar ao geneticamente modificado.
Sugere-se também ter o plantio simultineo, na distdncia maxima de 1500m, de
pelo menos 10% da 4rea com milho ndo transgénico para servir de reflgio e area
de multiplicagdo do inseto (CTNBio, 2011), retardando assim a resisténcia da
Spodoptera frugiperda ao milho Bt.

Em 2010, houve um crescimento de 10%, (14 milhdes de hectares) de
plantagio de transgénico comparado a 2009. Em 29 paises, 15,4 milhdes de

agricultores plantando 148 milhdes de hectares de diferentes culturas



45

transgénicas (Figura 6), sendo dos 29, 19 paises em desenvolvimento e 10 paises
industrializados. Um nimero recorde: oito paises da Unido Européia fizeram
plantagGes biotecnolégicas em 2010, seis paises continuaram a plantar 91.193
hectares de milho Bt, liderado pela Espanha; trés paises, a Reptiblica Checa, a
Suécia (o primeiro pais escandinavo a plantar uma cultura de biotecnologia) e
Alemanha plantaram pequenas édreas de batata "Amflora", totalizando 450
hectares nos trés paises para a multiplicagdo de sementes e produgdo comercial
inicial. "Amflora", aprovada em 2010, é a primeira safra de transgénicos a ser

aprovado pela UE para o plantio em 13 anos (JAMES, 2010).



a1

Portugal

005 minde Ry
Mho

£15

Fipinta®

01 mivdes
Vho

LE]

Awmaaha

SO0 mitdes e
Tamaw

o0

Sukla

0,05 mites
Tomate

m

Repiteica (hees
<000 mindes a
Mit, Tomaw

m

Podna

<005 middes
L]

wn

Fooviqua

<008 milhded ha
AMha

L+

Condi*

A9 mikdes tn
Camiz, Ma,
Saiz, ewrata

L

A

6.8 mPdes ta
M, foja, Agodia
Camva,

Aetemaba AV,
Mymd Ahdtos

n

Whvia®

03 mddeshe
Agodda o

o

Wi

<105 mihdes hy
Vho

0

v Rea

{108 e ha
Kgtiasan

UL

(o

0% mitdet Ry
Kgaddo

n

Baras®

0 Fmndeihs
Sop

" /
Paragun®
Limtiesta
fop

n

) 0F M ha
Mihosa, Canola

n

hrgetina®
329 mindes W
Sy My
Apdia

U
1, imihe s by
S, Min

L3

Basi!

154 minded ha
Saj3, Mira Agad o

L)

Rndaa

<005 mindes
Vo

L]

owp*
1Smtdeta
Agodia, Tomate,
Pagiar, Mamdp,
raeaga

e
Mianmae*
03 mihdes by
Agadia

L]
Flgmat
Qs mivdet
Vha

India?
SAmMdes b
Agdio

"

Aimrdia®

07 mindes o
Kgodda, Ganoa

L1 ]

Pagathe®
1A me
Kgodda

Avics da St
1.1 it ok by
Mha S,
Kgodlo

LH

fgto

<005 mithles by
Mho

Ui

Bariias Faso®
0,3 mibies o
Kyadia

[ *17mega-paises plantando 50.000 hectares, ou mais, de culturas transgénicas,

Figura 6 Mapa global de paises e mega-paises produtores de culturas tecnologicas.
Fonte: James (2010)

0O+



47

Estd muito claro que a tecnologia de transformacdo avangou para a
fase em que a protegdo dramatica ao ataque de insetos pode ser demonstrado
em uma série de importantes culturas como algoddo, soja, milho e arroz. No
entanto, dois fatores principais continuam a serem avaliados e testados no
mercado. O primeiro fator é conseguir a aceitagio do publico para as
culturas transgénicas. Isto pode ndo ser dificil em fibras como o algoddo
transgénico, mas provavelmente exigira ensino publico consideravel para a
produgdo de alimentos como: tomate, batata, arroz etc, apesar dos dados de
toxicologia ja existentes de B. thuringiensis. Tal como acontece com muitos
aspectos da engenharia genética, a politica pode ter impacto sobre o sucesso
de um projeto envolvendo o desenvolvimento de transgénicos,
independentemente do seu aparente beneficio social, econdmico ou
ambiental. A educagdo pablica sera essencial para garantir a adogio
generalizada das tecnologias da genética na agricultura, e os cientistas terdo
que desempenhar um papel ativo neste processo (ALI et al., 2010).

A segunda delas ¢ a durabilidade da tolerdncia a insetos baseado em
genes de B. thuringiensis. O uso de plantas transgénicas terdo pouco valor se
as importantes pragas de insetos se tornarem resistentes a elas apds poucos
anos. Uma das alternativas para retardar esse processo, ja mencionado
anteriormente, pode ser conseguido utilizando combinagGes de diferentes
tipos de genes de resisténcia a insetos juntos na mesma planta (piramidagéo
de genes) ou em plantas diferentes em rotagdo (ALI et al.,, 2010). Deve ser
salientado que, caso as plantas usadas para a rotacdo de cultura seja todas
transgénicas, o que deve ser variado ndo € a cultura, e sim, o gene podendo
ser considerado entdo uma rotagio de genes. Além da piramidacfo e rotagdo
de genes, outra alternativa seria a descoberta de novos genes para confecgéio
de transgénicos com diferentes inserges genéticas.

A prospegiio de novos genes de B. thuringiensis depende de vérias
tecnologias moleculares mas a maioria delas sdo baseadas em uma das
principais técnicas biotecnoldgicas, a PCR (Polymerase Chain Reaction, ou

seja, Reagdo da Polimerase em Cadeia).
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2.4 Técnicas moleculares aplicadas 3 prospecgio, caracterizagio, estudo

da diversidade génica e identifica¢io bacteriana

A técnica de PCR é executada inteiramente in vitro sem o uso de
células, possibilitando a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima
Tag DNA polimerase, que é termoestatil. A reagdo se baseia no pareamento
de um par de oligonucleotideos (iniciadores ou primers) na fita de DNA alvo
e extensdo do fragmento delimitado pela sequéncia de fita dupla formada
entre a fita de DNA e o iniciador. A extensdo desse fragmento previamente
conhecido se da a partir da extremidade 3 OH livre do iniciador. Esses
iniciadores sdo sintetizados artificialmente de modo que suas sequéncias
sejam complementares as sequéncias extremas do fragmento desejado
(FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998; NOVALIS; PIRES-ALVES, 2004).

Virias metodologias moleculares empregadas para a caracterizagéo
génica de cepas de B. thuringiensis para genes cry, cyt, e vip (BRAVO et al.,
1998; FRANCO-RIVERA et al., 2004; FANG et al., 2007, ALLWIN;
KENNEDY; RADHAKRISHNAN, 2007; GUERCHICOFF; UGALDE;
RUBINSTEIN, 1997) tem como base a analise com PCR (denominadas
genericamente como PCR-based DNA fringerprinting techiques), sendo
aplicadas a estudos de diversidade e identificagdo de estirpes de bactérias e
isolados de fungos, e até o presente momento, o maior nimero de trabalhos
relata o uso dos marcadores RAPD, AFLP e rep-PCR (BRADSHAW;
FOSTER; MONAHAN, 2006; BRIGDE; ARORA, 1998; BRUIIN, 1992;
MORTON et al., 2003). Outra modificagdo da técnica da PCR que também
vem sendo utilizada de maneira crescente nos tltimos anos para

identificagdo bacteriana é o multiplex PCR (mPCR).

2.4.1 rep-PCR

Os marcadores repetitive sequence based-PCR (rep-PCR) foram,

originalmente, desenvolvidos para o estudo de diversidade e identificagdo de
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bactérias (BRUJIN, 1992; VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991;
VERSALOVIC et al., 1994). Essa técnica tem atraido muita atengéio devido
a sua reprodutibilidade estdvel e capacidade discriminatéria vantajosa (LIN
et al., 2008) Os elementos repetitivos parecem estar localizados em distintas
posigdes intergénicas no genoma, em ambas as orientages, e supde-se que,
por serem associadas a graus elevados de polimorfismo, essas regides
génicas tenham participagéo em processos de evolugio adaptativa, mediando
a interagio dos microrganismos com ambientes hostis. Existem trés familias
principais de elementos, incluindo as sequéncias Repefitive Exfragenic
Palindromic (REP), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (Eric)
e elementos BOX, para as quais foram desenvolvidos e otimizados primers
(BRUJIN, 1992; VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991;
VERSALOVIC et al., 1994), que vém sendo amplamente utilizados desde
entdo.

A fungdo real desses elementos altamente repetidos e conservadas
permanecem um enigma. Apesar de seu envolvimento na estabilizago do
mRNA (NEWBURY et al., 1987), no acoplamento de translagdo entre os
genes (STERN; PROSSNITZ; AMES, 1988 ), na recombinagdo homéloga
(SHYAMALA; SCHNEIDER; AMES, 1990), na organizagio dos
cromossomos € na ligagdo das proteinas HU, DNA girase e DNA polimerase
1 (GILSON; PERRIN; HOFNUNG, 1990; HIGGINS et al., 1982; YANG;
AMES, 1988, 1990), nenhuma fungdo tem sido sugerida para explicar
satisfatoriamente a sua conservagio na seqiiéncia de DNA e/ou sua
distribuigio ubiqua ter emergido (HULTON; HIGGINS; SHARP, 1991).
Portanto, a sugestio também feita é que estes elementos repetidos
representam sequéncias "egoistas” de DNA gque sdo mantidas e propagadas
através da conversdo do gene (HIGGINS; McLAREN; NEWBURY, 1988).

Segundo Lin et al. (2008), as sequéncias repetitivas de DNA usadas
para a contrugdo dos primers nessa técnica de tipagem geralmente se

dispersam por todo o genoma de diversas espécies bacterianas. As diferengas
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em tamanhos de banda representam polimorfismos nas distdncias entre os
elementas repetitivos de diferentes linhagens (SHUHAIMI et al., 2001).

2.4.2 Mutltiplex PCR

Nessa técnica se utilizam mais de um par de primers na mesma
seaglio, possibilitando a amplificacio simultinea de sequéncias de DNA
({TANG; PERSING, 1999) podendo ser utilizadas para evitar resultados
falso-negativos com a utilizagio de um controle intemo na PCR (IAC -
Internal Amplification Control) (KLERKS; ZIJLSTRA; VAN BRUGGEN,
2004).

O 1AC ¢ uma sequéncia nio alvo, colocada junto com a amostra na
reagio, e que & amplificada simultaneamente com a sequéncia alvo. Em uma
PCR sem um IAC, uma resposta negativa (auséncia de banda ou sinal) pode
significar a auséncia da sequéncia alvo na reagfio, mas pode significar,
também, que a reagdo foi inibida devido ac mau funcionamento do
termociclador, mistura incorreta dos reagentes da PCR, atividade inadequada
da DNA polimerase, ou presenga de substancias inibidoras na matriz da
amostra (HOORFAR et al., 2004; RADSTROM et al., 2003). Ao contrério,
em uma PCR com a inclusdo de um IAC, havendo DNA, o sinal de controle

serd produzido mesmo que a sequéncia alvo ndo esteja presente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras e isolamento das cepas de Bt

As amostras de solo foram aobtidas de diferentes areas, todas
localizadas na drea experimental da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas (Figura 7, 8 e 9). Foram coletadas 5 amostras de cada regido, gue
foram colocadas separadamente em sacos plisticos e devidamente

identificadas.
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Figura 8 Areas de coleta. P: Pinheiros (SP: solo ¢ PP: palha); CE: Cerrado; LA:
Lagoa: PE: Pecudria; VA: Virzea: PC: Pivd Central; UA: Usina de Alcool
desativada.
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Em laboratdrio, foram adicionadas 5,0 mL de solugdo salina 0,8%
em lg de amostra, sendo agitadas over night. Apés a decantagiio do material,
1,0 mL da suspensdo foi transferida para um microtubo, onde foi submetida
ao choque térmico: 30 minutos a 65 °C seguido de 5 minutos no gelo. Foi
coletado 50 pL da suspensiio ¢ espalhado em placas de Petri contendo meio
de cultura Luria Bertani (LB) acrescida de agar (Silva ef al. 2002; Tabela 1;
Figura 9). As placas de Petri foram vedadas com filme de PVC e incubadas a
30 °C por 24 horas.

Tabela 1 Meio LB

Meio LB q.s.p. IL
Glicose 1,0g
Caldo nutritivo 8,0g
Extrato de levedura 2,0g
MgS04 0,3g
FeSO4 0,02¢g
ZnS04 ' 0,02g
MnSO4 0,02¢g

Fonte: Valicente ¢ Barreto (2003).

Soluglio Salina

T

_od v

Figura 9. Preparo das amostras para identificagdo dos Bacillus thuringiensis. Apos
periodo determinado em solugiio salina, as amostras de solo passaram por
choque térmico e foram plaqueadas ¢ incubadas a 30°C por 24h.
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As coldnias que apresentaram caracteristicas de B. thuringiensis
foram selecionadas e plaqueadas individualmente, as placas foram vedadas e
incubadas a 30 °C por 72 horas. Apds esse periodo foram analisadas em
microscopio de contraste de fase (Figura 10) e as cepas que apresentaram
cristais foram selecionadas e seus pellets acondicionados em tubos e

armazenados a -20 °C para posterior realiza¢do dos bioensaios.
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Figura 10. Selegio de proviveis colonias B. thuringiensis. Apos crescimento das
coldnias de bactérias, os provdveis Bt foram plaqueados individualmente,
incubados novamente ¢ apos 72h analisados em microscopio de contraste
de fase para verificar a presenga do cristal.

Quanto a apresentagiio da Figura 10, apos o crescimento das coldnias
de bactérias, os provaveis Bt foram plaqueados individualmente, incubados

novamente ¢ apos 72h analisados em microscopio de contraste de fase para

verificar a presenga do cristal.
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3.2 Diversidade Genética avaliada por rep-PCR

3.2.1 Extracdo e purificagio do DNA

O DNA das cepas de Bt foi extraido e purificado de acordo com
Shuhaimi et al. (2001), com algumas modificacSes. As cepas foram
plaqueadas em meio LB solido e mantidas & temperatura de 30°C por
aproximadamente 16 horas. Com o auxilio de uma alga, toda massa celular
foi raspada e transferida para um microtubo e ressuspendido em 700 uL de
solugdo tampdo (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCl e 10 mM EDTA, pHS8) e
lizosima na concentragdo de 20 mg/mL, sendo levado ao banho-maria a 37
°C por 30 min. Adicionaram-se 25 pL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K
(20 mg/mL) seguido de incubagfo & 60 °C por 1h.

Apos esse periodo 500 pL de fenol/cloroférmio/octanol (25:24:1)
foram adicionados seguido de centrifugagdo por 2 min a 12000 g. Do
sobrenadante transferiu-se 300 uL para um novo tubo, acrescentou-se o
mesmo volume de acetato de potassio 3M e 600 pL de alcool isopropanol,
verteu- se suavemente e centrifugou-se a 12000 g por 10 min.

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, o pellet foi lavado
com 300 pL de etanol 70% e novamente centrifugado a 12000 g por 5 min.
Novamente descartou-se o sobrenadante e secou-se o pellet de forma que
néo ficasse residuo de etanol e ressuspendeu-se em 150 pL de TE.

A qualidade do DNA foi observada através de corrida eletroforética
em gel de agarose 1% e suas guantificagbes se deram através do aparelho
Nanodrop (ND-1000 V3.1.2). Apés esses processos as amostras de trabalho
foram diluidas para a concentragio de 10 mg/pL, a partir da solugdo
concentrada. As amostras concentradas foram armazenadas a —20 °C e as
amostras de trabalho a 4 °C.
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3.2.2 PCR com os primers REP, ERIC e BOX

As sequéncias dos primers utilizadas foram descritas por Versalovic
et al. (1994) (Tabela 2).

Tabela 2 Primers utilizados para PCR e suas sequéncias

Nome do primer Sequéncia 5’ -3’

BOX CTACGGCAAGGCGACGCTGACG
REP1 HICGICGICATCIGGC

REP2 ICGICTTATCIGGCCTAC

ERIC1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

As reagdes foram realizadas em tubos eppendorf 0,2 ml,
devidamente identificados, com volume final de 20 pL, sendo 30 ng de
DNA, 1 mM de MgCl,, tampdo 10 X (20 mM de Tris e 50 mM de KCI), 250
pM de dNTP, 10 pM de cada primer e duas unidade de Tag DNA
Polimerase. O Termociclador usado para a incubagdo das reagdes de PCR
foi 0 modelo Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).

As condigdes utilizadas para os primers BOX e ERIC foram: 95 °C
por 1 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C por | min, temperatura de
anelamento de 50 °C por 1 min e 72 °C por 2 min. Apds os ciclos, as reagdes
foram submetidas a 72 °C por 7 minutos. Ja para o par de primer REP as
condig@es foram: 95 °C por 1 min, seguido de 41 ciclos de 94 °C por 1 min,
temperatura de anelamento de 45 °C por 1 min e 72 °C por 2 min. Apés os
ciclos, as reagdes foram submetidas a 72 °C por 7 minutos.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 2%
com duragdo da corrida de aproximadamente 3h a 100 V utilizando tampao
TAE 1X (50X: 242 g TRIS base, 57,1 m! acido acético glacial, 100 m! de
solugio de EDTA 0,5 M (pH 8.0), agua destilada até 1 litro) para a

preparagdo do gel quanto para cuba de corrida. Apés a corrida o gel foi
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corado em brometo de etidio (1pg/mL) durante 5 minutos e descorado em
agua por 15 minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta e as imagens
captadas pelo fotodocumentador Kodak Gel Logic 200 Imaging System.

A reprodutibilidade das amplificagbes com os primers ERICI,
ERIC2, BOX1, REP! e REP2 foi avaliada pela repeticdo da PCR para cada

cepa.

3.2.3 Analise da dissimilaridade

Os fragmentos visualizados em géis de agarose, obtidas por
marcadores dominantes bindrios (ERIC, REP e BOX), foram analisadas
visualmente e construida uma matriz binaria, considerando auséncia (0) ou
presenga (1) de bandas. Utilizou-se o complemento do coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard (SJ) uma vez que esta medida de associagdo
exclui a dupla-auséncia (CRUZ; CARNEIRO, 2006):

Si=1-(a/(a+b+c))

Onde:
a= presenga de banda em ambos individuos (11)
b = presenca de banda em um individuo e auséncia no outro (1 0)

¢ = auséncia de banda em um individuo e presenga no outro (0 1)

A partir das estimativas de similaridades, as linhagens foram
agrupadas utilizando o método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-
Group Mean Average) com a realiza¢do do teste de bootstrap (1000 vezes)
para avaliar a consisténcia do agrupamento (EFRON; TIBSHIRANI, 1993).
Todas estas anilises foram realizadas com o auxilio do programa Genes
(CRUZ, 2001).



59

3.3 Caracterizacio molecular

Todas as cepas coletadas foram caracterizadas molecularmente

quanto aos seus genes por PCR e PCR multiplex.

3.3.1 Desenho e validaciio dos primers

Primers para genes vip3 foram desenhados a partir de sequéncias
(conservadas e/ou varidveis) depositadas no banco de dados de B.
thuringiensis disponivel na pagina
<http://www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/index.html>,
Para tanto, foi utilizado o programa PRIMER 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Antes da validagdo foram feitos testes de amplificagdo dos novos

primers com cepas ja conhecidas e com subespécies identificadas e
disponiveis no banco de Bt da Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 3). Nessas
reagdes de PCR foram feitos um “pool” de DNA com todas essas cepas e
testadas variagGes de temperaturas de anelamento, ou seja, gradiente de Tm.

Tabela 3 Cepas e suas supespécies utilizadas para identificacdo
de fragmentos especificos para genes vip3

Nome Supespécie Nome Supespécie
HD4 Bt alesti T14 Bt darmstadiensis
348B Bt alesti TO6 Bt entomocidus
TO7 Bt aizawai T24 Bt neoleonensis
HD11 Bt aizawai T27 Bt mexicanensis
462A Bt galleriae T23 Bt japonensis
474 Bt galleriae T16 Bt indiana
348L Bt galleriae HD73 Bt kurstaki
HD29 Bt galleriae HD1 Bt kurstaki

344  Bttolworthi HDI12 Bt morrisoni
TO9 Bt tolworthi HD7 Bt dendrolimus
426 Bt tolworthi HD3 Bt finitimus
461A Bt tolworthi HD2 Bt thuringiensis

460 Bt darmstadiensis T4 Bt israelensis
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Tanto nas reagdes de “pool” quanto nas reagles posteriores, onde
foram destrinchadas as cepas que apresentaram apenas o tamanho do
fragmentao esperado, foram utilizadas nas reagdes de PCR dimetil sulféxido
{DMSQ) 20% para diminuir possiveis fragmentos inespecificos.

Para validagfio dos novos primers e confirmagio da identidade dos
fragmentos amplificados, estes foram removidos do gel e purificados com
“QlAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen, Valencia, CA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. As amostras foram entdo eluidas em 50 puL de
tampdo EB (Qiagen, Valencia, CA), liofilizadas em centrifuga a vacuo e
ressuspendidas em dgua ultra-pura quando necessérias.

As reagdes de sequenciamento foram preparadas utilizando-se 90 ng
do DNA purificado; 4 pL. de ET-Kit (DYEnamic ™ ET terminator
sequencing premix); 5 uM do primer, em um volume final de 10 uL. As
reagdes foram submetidas a 95 °C por 10 segundos, 52 °C por 5 segundos, 60
°C por 2 minutos, repetidos por 35 vezes.

Antes da injegdo no equipamento de sequenciamento Mega BACE
500 (Amersham) as reagdes foram submetidas a precipitagdo do DNA, ou
método de “Clean Up”. Adicionou-se 1 pL de acetato de aménio 7,5 M do
kit de seqgiienciamento e 30 pL de etanol 95% gelado para cada produto da
PCR e, protegida da luz, a placa foi mantida em temperatura ambiente por 15
minutos. A placa foi entdo centrifugada a 37000 rpm por 45 minutos e apds
esse periado o sobrenadante foi descartado rapidamente. Adicionou-se 100
pL de etanol 70% gelado e centrifugou a placa com a rotagdo anterior por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e a placa foi para estufa a 30 °C por
25 minutos. O pellet formado foi ressuspendido em 10 pL de solugio de
ressuspensdo (kit do segiienciamento) e a placa foi guardada no freezer -20
°C até a injegdo no equipamento.

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo programa Seqman 3.57
(DNAstar, Madison, WI) e as sequéncias selecionadas foram comparadas

com sequéncias depositadas no GenBank por meio do algoritimo BLASTn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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3.3.2 Amplificagio do DNA

Foram utilizados primers para os genes cry, cyt e vip, ja descrifos na
literatura (CERON et al., 1994, 1995; VALICENTE et al, 2010;
ESPINASSE et al, 2003; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009;
IBARRA et al., 2003) e primers que ainda n3o foram publicados (Silva-
Fagundes e Costa; Tabela 4).

Para as reagdes de amplificagdo foram utilizados microtubos de 0,2
mL, com um volume final de 20 p! sendo constituida de 30 ng de DNA
purificado, 3 mM de MgCl,, tampdo 10 X (20 mM de Tris ¢ 50 mM de
KCl), 250 uM de NTP, 20 uM de cada primer (40 uM primer vip2-reverse)
e 2 unidades de Tag DNA Polimerase. As amplificagdes foram realizadas em
termaciclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Os
produtos de amplificagdo foram separados em géis horizontais de agarose
sendo as porcentagens varidveis de acordo com o tamanho do fragmento
amplificado. Apds a corrida o gel foi corado em brometo de etidio (1ug/mL)
durante 5 minutos e descorado em dgua por 15 minutos, sendo visualizado
sob luz ultravioleta e as imagens captadas pelo fotodocumentador Kodak Gel
Logic 200 Imaging System.



Tabela 4 Primers usados para a caracteriza¢do molecular das cepas de B. thuringiensis (...continua...)

primers Referéncia Sequéncia (5' - 3") pb Tm (°C) Controle

crylAa/crylAd  Céron et al., 1994 CJ1 TTATACTTGGTTCAGGCCC 246 55 HD1
CJI2 TTGGAGTCTCAAGGTGTAA

crylAb/erylAc  Céron et al., 1994 CJ4 AACAACTATCTGTTCTTGAC 216 55 HD1
CJ5 CTCTTATTATACTTACACTAC

crylAc Céron et al., 1994 CJ6 GTTAGATTAAATAGTAGTGG 180 55 HD1
CJ7 TGTAGCTGGTACTGTATTG

crylB Céron et al., 1994 CJ8 CTTCATCACGATGGAGTAA 367 S5 1644
CJ9 CATAATTTGGTCGTTCTGTT

crylC Céron et al., 1994 CJ10 AAAGATCTGGAACACCTTT 130 S5 1644
CJ11 CAAACTCTAAATCCTTTCAC

crylD Céron et al., 1994 CJ12 CTGCAGCAAGCTATCCAA 290 55 1644
CJ13 ATTTGAATTGTCAAGGCCTG

crylEa/crylEb  Céron et al., 1995 CJ14 GGAACCAAGACGAACTATTGC 147 50 344
CJ15 GGTTGAATGAACCCTACTCCC

crylFa/crylFb Céron et al., 1995 CJ16 TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC 177 50 1657
CJ17 CGGTTACCAGCCGTATTTCG

crylG Céron et al., 1995 CJ18 ATATGGAGTGAATAGGGCG 235 50 1657
CJ19 TGAACGGCGATTACATGC

crylAS Valicente et al., 2010 4100F-CGCCACAGGACCTCTTATC 231 55 1657
4343R-TGCACAACCACCTGACCCA

crylAb Valicente et al., 2010  1320F-AATTTGCCATCCGCTGTA 418 55 1657
1740R-TTGTGGTAGAAGCGTAGCGA

crylFb Valicente et al., 2010 1F-TGCGAATGAATTATGGGTC 377 55 1657
390R-CACAAAGTGTAACCAATTTTAC

crylFal/crylFb  Valicente et al., 2010 321F-TAATAGGGCGGAATTTGGAG 283 55 1657

561R-AAGCCCCAGTACATAATGAG




Tabela 4 Continuagdo (...continua...)

Tm

primers Referéncia Sequéncia (5' - 3") pb ©C) Controle

cry 9 Silva-Fagundes, dado néo publicado

cry 2Aa  Silva-Fagundes, dado néo publicado

cry 2Ab  Silva-Fagundes, dado nio publicado

cry 2Ac  Silva-Fagundes, dado nio publicado

cry 2Ad  Silva-Fagundes, dado ndo publicado

cry 9Aa  Silva-Fagundes, dado ndo publicado

cry 11 Silva-Fagundes, dado néo publicado

cytl Ibarra et al., 2003 F-CCTCAATCAACAGCAAGGG 480 58 T14
TTATT
R-TGCAAACAGGACATTGTAT
GTGTAATT

cyt2 Ibarra et al., 2003 F-ATTACAAATTGCAAATGGTA 356 56 T14
TTCC
R-TTTCAACATCCACAGTAATT
TCAAATGC

cyt2B Costa, dado ndo publicado

cyt2Ba  Costa, dado ndo publicado

cytlAb  Costa, dado ndo publicado

cytlAa  Costa, dado nio publicado

63
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Tabela 4 Continuagéo

primers Referéncia Sequéncia (5' - 3") pb (;r(;' Controle
‘s . F-ACATCCTCCCTACACTTTCTAATAC
vip3 Espinasse et al., 2009 R-TCTTCTAATGGACCCGTTCTCTAC 678 53 HDI125
. Hernandez-Rodriguezet al, = F-GATAAAGAAAAAGCAAAAGAAT
vip2 2009 GGGRNAARRA 845 50 1657
R-CCACACCATCTATATACAGTA
ATATTTTCTGGDATNGG
. Hernandez-Rodriguez et al, = F-TGCCACTGGTATCAARGA
VIP3 2009 R-TCCTCCTGTATGATCTACATA 1621 47 1657
TGCATTYTTRTTRTT

*Codigo universal para bases degeneradas: R=A, G; Y=C, T; M=A, C; $=G, C; H=A, T, C; D=G, A, T; N=A,C, G, T

OBS: Com as referéncias bibliograficas, sequéncias 5°~3’, tamanho do fragmento amplificados (em pares de bases (pb)), temperatura
de anelamento (Tm) e cepa utilizada para controle positivo.
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Para eliminar resultados falso-positivos, utilizou-se primer para
amplificagdo do gene 16S RNA ribossomal, sendo esta subunidade
encontrada no RNA ribossomal de procariontes. Os primers usados foram os
descritos por Nubel et al. (1996) e Lane (1991) e estfio listados na Tabela 5.

Tabela 5 Primers utilizados para as reagdes de PCR multiplex
Primer Sequéncia 5'-3’

968F CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGCGGGG
GCACGGGGGGGAACGCCAAGAACCTTAC

1494R TGACTGACTGAGGYTACCTTGTTACGACTT

*Codigo universal para bases degeneradas: R=A, G; Y=C, T; M=A, C; 5=G,
C;H=A,T,C; D=G, A, T; N=A,C,G, T

3.4 Bioensaio de mortalidade para Spodoptera frugiperda

Foram usadas as 62 cepas de Bacillus thuringiensis em bioensaios de
mortalidade para a lagarta do cartucho, S. frugiperda, uma testemunha
(substituicdo da suspensdo bacteriana por agua destilada) ¢ um controle
positivo, 344 B. thuringiensis tolworthi (VALICENTE; LANA, 2008). Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 4 repetigdes por cepa
de Bt e 12 unidades experimentais por repetigio. O mesmo procedimento,
com o dobro de repetigdes, foi realizado para a testemunha e o controle
positivo.

Copos plasticos de 50 mL contendo pedagos de dieta artificial com
aproximadamente 3,3 cm’, 3 base de feijdo, germe de trigo e farelo de soja
(GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976), foram banhados com 150 pL de
suspensdo, contendo esporos e cristais das cepas e uma gota de Tween 20
(Monolaurato de Sorbitan Etoxilado 20 EO) para melhor dispersdo e fixagdo
da suspensdio na dieta devido o poder emulsificante do produto. Apds a
evaporagio do excesso de umidade, 48 lagartas do segundo instar larval
foram acondicionadas individualmente, perfazendo desta forma 48

repetigies por tratamento (cepa). O mesmo procedimento, com o dobro de
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repetigdes, foi realizado para a testemunha, substituindo a suspensiio
bacteriana por dgua destilada sobre a dieta, e para o controle positivo,
realizado com a cepa Bt344,

Apos a evaporagdo do excesso de solugdo na dieta dos tratamentos,
lagartas de segundo instar larval foram individualizadas nos copos. Os copos
foram colocados  em suportes de isopor e acondicionados em sala
chimatizada (26 + 1° C, 70 £ 10% de UR e fotofase de 12h). A avaliagdo de
mortalidade foi feita apos 1 semana.

As médias e erros-padrdo da mortalidade foram calculadas para cada
tratamento. Os dados foram testados quanto a normalidade dos erros e
homogeneidade de varidncia utilizando os procedimentos UNIVARIATE e
GLM, respectivamente (SAS INSTITUTE, 2002). Como os dados nio
atenderam a primeira pressuposicdo pelo teste de Shapiro-Wilk a p< 0,05, as
médias dos tratamentos foram submetidas & anova de Friedman pelo
pracedimento RANK ¢ ANOVA (SAS INSTITUTE, 2002). As médias
foram comparadas duas a duas pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de

significéncia pelo procedimento NPAIRWAY (SAS INSTITUTE, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Coleta das amostras e isolamento das cepas de Bt

Das 40 amostras coletadas, 178 colénias foram selecionadas coma
possiveis cepas de Bacillus thuringiensis e apos analise em microscopio de
contraste de fase foi possivel confirmar que 62 (35%) dos 17§ isolados
apresentaram cristais.

Ramalakshmi e Udayasuriyan (2010} coletaram 3525 amostras de
solo em 14 regides da India (Western Ghats) e 56% das amastras deram
resultado positivo para Bt e uma frequéncia moderada de Bt em amostras de
solo de floresta da regido, sugerinda esse resultado & grande quantidade de
nutrientes no solo em si. Martin e Travers (1989) e Wang et al. {(2003)
relataram porcentagens de isolados de Bt coletados em diferentes amostras
de solo variando entre 3 a 85% , corroborando com os resultados obtidos.

Das 62 cepas encontradas, 42 foram isoladas de amostras de patha
da drea de pinheiras; 13 de amastras de drea do piva central; 2 da fagoa; 2 da
varzea; 2 da usina de alcool desativada e apenas } do solo da drea de
pinheiros. Nio foram isoladas cepas de Bt em dreas de cerrado € em lavouras
para pecuaria ( Tabela 6).

Valicente e Barreto (2003) coletaram amostras de solo de 10 estados
do Brasil {1448 amostras totais) em 4 diferentes regides geograficas. Em
todas as regides amostradas foram isolados de B. fhuringiensis, sendo
15,25% das cepas do Nordeste, 39,78% do Sul, 0,81% do Sudeste ¢ 44,16%
da regifio Centro-Oeste.

Yu et al. (2011) caracterizando cepas de B. thuringiensis em
diferentes dreas da China, encontrou as maiores porcentagens dessa bactéria
em regides de floresta, indicando ser estes os melhores ambicntes de

crescimento dessa bactéria.
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Tabela 6 Nimero de cepas de B.thuringiensis por reas de coleta

Areas de N° Quantidade Total
coleta amostras Bt %
Pinheiro-Palha 5 42 67,74
Pivd 5 13 20,96
Lagoa 5 2 3,22
Vérzea 5 2 3,22
Usina Desativada 5 2 3,22
Pinheiro-Solo 5 1 1,61
Cerrado 5 0 0
Lavoura/Pecudria 5 0 0

Martin e Travers (1989) concluiram que a presencga de insetos ndo
prevé a presenga de B. thuringiensis em uma amostra de solo particular e que
B. thuringiensis possui distribuicdio ubiqua no solo agricola de Bangladesh,
ndo encontrando nenhuma correlagio entre os ambientes de insetos e
densidades de B. thuringiensis. Uma correlagio simples e anilise de
regressao mosirou que a porcentagem de areia e os niveis de cobre
dispenivel no solo tiveram importantes contribuiges positivas € negativas,
respectivamente, para a abundéncia e distribui¢io de B. thuringiensis nas
terras agricolas (HOSSAIN; AHMED; HOQUE, 1997). Pesquisas em
diferentes regiGes geogrificas tém mostrado que B. thuringiensis é
onipresente em solos naturais, bem como em ambientes de criagdo de insetos
(DeLUCCA; SIMONSON; LARSON, 1981; HASTOWO; LAY; OHBA,
1992; OHBA; AIZAWA, 1986; PADUA et al., 1992).

A refaglio entre diferentes regides de coleta e a maior incidéncia de
B. thuringiensis ndo ¢ bem conhecida. A grande frequéncia de Bt
encontrados na palha da area de pinheiros, area esta sem acdo do homem,
pode estar relacionada com o aciimulo de matéria organica ao longo dos
anos e na area de cultivo de culturas (pivé) pelo tratamento do solo como
adubagdio e a rotagdo de cultura. J4 as dreas sem frequéncia de Bt, cerrado e
lavoura/pecudria, podem estar relacionados com solos pobres e ndo
propensos ao crescimento de B. thuringiensis. Uma possivel causa do nio

isolamento de Bt na 4rea de lavoura/pecuiria seja a presenga de outras
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bactérias que apresentaram com coloragiio diferente das esperadas (Figura

11).

Figura 11. Coldnias de bactérias do solo da drea de lavoura/pecudria apos choque
térmico ¢ incubagdo por 24h a 30°C. ™a: colonia de bactéria com coloragio
marrom. diferente da coloragiio esbranquigada de Bt. s

Nas amostras coletadas foi possivel observar 64,5% dos cristais em
formato esférico, 29% em formato esférico e cubdide e 6,5% em formato
bipiramidal. Nas cepas isoladas da palha da drea de pinheiro, 57% dos
cristais observados apresentaram formato esférico e 43% formato esférico e
cuboide. As cepas da drea de pivo apresentaram 77% das cepas com cristais
esféricos e 23% com cristais bipiramidais. Das cepas isoladas da drea da
lagoa, 50% apresentaram cristais esféricos e 50% bipiramidais. As regides
de varzea, solo da drea de pinheiros e da usina de alcool desativada foram
encontradas apenas formatos de cristais esféricos (Figura 12). Essa variedade
de formatos de cristais sugere uma diversidade dos isolados de Bt
encontrados nas diferentes - regides de coleta (RAMALAKSHMI;
UDAYASURIYAN, 2010).
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Figura 12. Formato dos cristais das cepas de Bacillus thuringiensis ¢ suas regioes de
isolamento.

A identificagdo inicial de Bt é principalmente baseada na presenga
de inclusdes cristalinas. Com base no nimero e forma das inclusdes
cristalinas, Ramalakshmi e Udayasuriyan (2010) caracterizaram 316 cepas
de Bt da India e as dividiram em sete grupos: bipiramidal, cubdide, cuboide
€ piramidal, retangular, esférica, esférica pequena, e cristais anexado ao
esporo. A maior parte das cepas, 27% e 21%, apresentaram respectivamente
formato de cristais cuboides e bipiramidais. Outros trabalhos relatam cristais
bipiramidais como predominincia de 46% das amostras de Bt (BERNHARD
etal., 1997; MARTIN; TRAVERS, 1989). Lee (1995) analisou 113 cepas de
B. thuringiensis e encontrou grande variedade de morfologia dos cristais.
Observou-se corpos paraesporais bipiramidais, amorfos, esféricos, cubdides

e retangulares.
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4.2 Diversidade Genética avaliada por rep-PCR

4.2.2 PCR com os primers REP, ERIC e BOX

O primer unico BOX e o par de primer REP foram responsaveis pela
maior parte das informagOes resultantes, ou seja, cada um deles amplificou
15 fragmentos de tamanho diferentes enquanto o par de primer ERIC
amplificou 11 fragmentos distintos e os resultados de todos os primers
utilizados geraram fragmentos entre 220 a 3054 pb (Figura 13).

Colabarando com nossos resuitados, Lin et al. (2008) analisaram 20
isolados clinicos de S. malrophilia e observaram um nimero menor de
fragmentos no perfil de ERIC-PCR (13) e uma mesma quantidade de
fragmentos de REP-PCR e BOX-PCR (17).

Analisando o perfil genético em géis de agarose observaram-se em
ERIC-PCR poucas bandas maiores, bandas principais de tamanhos
intermedidrios e uma maior quantidade de pequenas bandas, REP-PCR com
duas faixas de bandas principais de tamanhos maiores ¢ BOX-PCR com
bandas de tamanho intermediarias e predomindncia de manchas, rastros.
Diferentemente Lin et al. (2008) encontraram algumas manchas em ERIC-
PCR, sendo BOX-PCR geralmente composto por uma banda grande e
poucas bandas menores € de 3 a 9 bandas perceptiveis observadas na maioria
das impressdes digitais de REP-PCR.

Pode-se observar um padrio uniforme de bandas em todas as cepas
coletadas na palha do pinheiro e um padro uniforme nas cepas coletadas no
piv6 central. Esse padrdo foi permitido por ERIC, REP e BOX-PCR, sendo
considerado todos cles satisfatérios para a discriminagdio de cepas de B.
thuringiensis. Zara et al. (2006), por sua vez, utilizou BOX-PCR e ERIC2-
PCR, além do método de RAPD, para diferenciar cepas de Bacillus
thuringiensis. A analise das impressdes digitais por PCR mostrou um total
de 17 bandas de DNA com peso molecular diferentes usando BOXAIR e 33
com ERIC2. O trabalho concluiu que ERIC-PCR permitiu a diferenciagdo de
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todos os seis estirpes de referéncia B. thuringiensis , diferentemente do
permitido por BOX-PCR.
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4.2.3 Anilise da dissimilaridade

A partir da matriz de distincia gerada pelos dados fornecidos com os
primers ERIC, REP ¢ BOX foi construido um dendrograma unico de
dissimilasidade com os 62 isolados mais a cepa controle, 344 (Figura 14). Pode-
se abservar que a cepa 43, isolada da 4rea de pivd central, foi a mais distante
geneticamente do restante dos grupos formados, com uma distincia de
aproximadamente 100% de dissimilaridade das demais, que se agruparam em
um grande grupo constituido de subgrupos. A cepa 43PP € uma das cepas que
ndo apresentaram amplificagdes dos genes utilizados para caracterizagio (Figura
19) e apresentou padrdes de bandas bem distintas das outras cepas analisadas
{Figura 13).

Ap6s andlise utilizando agrupamento UPGMA, o ponto de corte (43%)
foi definido, considerando a média da distdncia da populagdo, e 4 grupos foram

distintamente definidos (Figura 15).
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Figura 14. Dendrograma construido com base na matriz de dissimilaridade pelo
Coeficiente de Jaccard, usando o método das médias das distancias (UPGMA).
1-62: Cepas de Bt; Bt344: cepa controle. PP: palha do pinheiro; SP: solo do
pinheiro; VA: varzea; UA: usina de dlcool desativada; PC: pivo central; LA:
lagoa
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O grupo 1 é composto de 9 cepas provenientes, predominantemente, da
area de pivo central (78%) e uma menor contribuig@o das areas da lagoa (11%) e
varzea (11%). As cepas 54PC e 57LA sdo muito similares tendo praticamente
0% de dissimilaridade, assim como as cepas 49PC, 50PC, 48PC e 52PC. Apesar
da similaridade as cepas apresentam perfis génicos diferentes. Algumas das
cepas desse grupo ndo possuem nenhum dos genes analisados enquanto outras
apresentam cyt2Ba, cry9, cryl Ab/crylAc e cry2Ab. Apesar de ndo haver relagio
direta com os genes, foi observada uma relagdo com o formato dos cristais, pois
todos os cristais bipiramidais encontrados nas cepas isoladas se enquadraram
nesse grupo.

O grupo 2 € um pequeno grupo composto apenas pelas cepas 56,
proveniente da drea da lagoa, e 61, proveniente da drea da usina de alcool
desativada. As cepas estdo distantes entre si por menos de 30%, ou seja, sdo
mais de 70% similares, mas apresentam caracterizagdo génica diferentes tendo a
S6LA os genes crylda/crylAd e a 61UA o gene crylAb/crylAc. Ambas as cepas
possuem cristais de formato esférico e estio na faixa de 12 a 22% de
mortalidade de Spodoptera frugiperda.

O grupo 3 € o maior grupo, contendo 34 cepas isoladas da palha da 4rea
de pinheiros e apenas 1 isolada da mesma édrea, mas de amostras de solo. Todas
as cepas coletadas que possuem cristais esféricos e cubdides se agruparam nesse
conjunto de cepas. Das cepas do grupo, 60% se reagrupam em 3 subgrupos.
Dentro desses subgrupos, 100% de similaridade entre as cepas sdo observados e
entre os subgrupos a similaridade é de 80%, podendo considerar todas muito
similares entre si.

O grupo 4, também formado por cepas isoladas da patha dos pinheiros,
possuem apenas 3 cepas: SPP, 15PP e 11PP. Diferentemente do que se observou
nos grupos anteriores, o gene vip34a foi encontrado em todas as bactérias do

grupo. Além do gene vip3da, a cepa SPP também possui os genes
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crylAb/crylAc e cry2da. Os cristais das 3 cepas sdo esféricos e todas
apresentaram taxa de mortalidade insignificante para S. ffugiperda.

Algumas cepas ndo se agruparam com nenhuma outra. Entre elas estdo:
a cepa controle Bt344, cepas isoladas de areas da palha de pinheiros, pivd
central, virzea e usina de édlcool desativada. As distdncias entre essas cepas
foram variadas. A cepa Bt344 apresentou similaridade de 50% com o grupo 2,
grupo este composto por cepas com as maiores taxas de mortalidade observadas.

Os dados analisados inferem uma relagdo entre a similaridade de cepas
de B. thuringiensis e seus locais de origem. Apesar das cepas analisadas n3o
apresentarern taxas significativas de mortalidade para S. frugiperda, observou-se
uma tendéncia ao agrupamento de cepas com mesmo padrio de mortalidade. Ja
com relagdo a constituicdo génica das cepas, ndo foram observados relagdo
direta, mas indireta quando levamos em conta a formaggo do cristal, que foi bem
relacionado com os grupos de similaridade formados. Silva (2009) utilizando
alguns primers de rep-PCR para caracterizar cepas de B. thuringiensis também
encontrou similaridade entre cepas provenientes de uma mesma regido e com
mesmas taxas de mortalidade para S. frugiperda mas nédo encontrou relagdo entre
a diversidade de Bt e seus genes. Ramirez e Ibarra (2005) sugerem que a relagdo
genética entre cepas de Bt ndo ¢é necessariamente definida apenas pela
especificidade téxica, mas por uma série de atributos, tais como genes cry,
morfologia do cristal, padrdo plasmidial e local de origem. Lima et al. (2002)
relataram nenhuma relag@o entre as seqiiéncias ERIC e REP com os tipos de
endotoxinas produzidas por B. thuringiensis.

Os resultados obtidos reforgam os relatos sobre a relagdio da evolugdo de
B. thuringiensis com a localizagdo geografica das cepas, conforme ja
demostrado em estudos anteriores (HONGYU; ZINIU; WANGXI, 2000;
SILVA, 2009; RAMIREZ; IBARRA, 2005; LIMA et al., 2002).
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Foram desenhados e testados 11 pares de primers para amplificagSes de
regides genicas de vip34a, Ab2, Ad2, Ael, Af1, Ahl, B e Bal. Um primeiro foi

realizado usando o “poo!” de DNA de cepas de B. thuringiensis com

identificagdo de subespécies (Tabela 3), 7 dos primers amplificaram fragmentos

com tamanho esperado e obtiveram suas temperatura de anelamento

otimizadas(Tabela 7). Na Figura 16 podem ser observadas as amplificagdes de

tamanhos esperados (Vip3Afl e Vip3Ahl) e amplificagdes com tamanhos

inespecificos (Vip3B) juntamente com o gradiente de temperatura de

anelamento.

Tabela 7 Primers desenhados para o gene vip3 com suas sequéncias no sentido 5°-3°, o

tamanho dos fragmentos esperados e a temperatura de anelamento em °C

Primers Sequéncia (5' - 3") pb Tm (°C)

Vip3Aa F- TAAATCGCGACTGCCTCTCT 164 62
R- AAAGCGAGAACAACCAATCG

Vip3Aa® F- CTTCCTCAAGGAGCGTGAAG 235 68
R- AAAGCGAGAACAACCAATCG

Vip3Bal F- AAACGGATACAGGTGGTGGT 180 60
R- GATTTTGCTCATTGGCGATT

Vip3Ab2 F- AGGGAGCATTTGGAGGAAAC 232 60
R- ACCTTGCCAAATCCATTCAC

Vip3Ael F- TGGAACCTTTCGACAAAACC 223 60
R- TCCGCGAGAAAGCTCTACAT

Vip3Afl F- AAGGGCCCTACCGAGTTTTA 189 60
R- AAGCTCCCATTTACCCCATC

Vip3Ahl F- AGGATGGCTCTCCTGCAGAT 220 62

R- AACATTTCCGACCTCACTGC
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vip3Afi : T vip3am

Figura 16 Gel de agarose 2%. Produto de reagdes de PCR, em duplicata, de primers
desenhados para genes vip3, “pool” de DNA e gradiente de temperatura de
anelamento (Tm). M: marcador de peso molecular de 50pb; 1-6: variagdes de
Tm de 4 °C em 4 °C sendo 1: 48 °C; 2: 52 °C e assim sucessivamente. Genes
vip3Afl, Ahl com amplificagbes de tamanhos esperados (189 e 220pb,
respectivamente) e vip3B com amplificagdes ndo esperadas ou inespecificas
Apds as reacdes de “pool” de DNA, os primers que apresentaram bandas

especificas foram analisados cepa a cepa, resuftando na escotha de cepas

positivas para tais genes, como pode ser observado na Figura 17 com as
amplificagdes do primer Vip3Bal onde as cepa 461A, HD1 e HD125 foram

consideradas cepas controle positivo.
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Figura 17 Gel de agarose 2%. Amplificagdes com o primer Vip3Bal. M: marcador de
peso molecular de 50pb; BC: branco; 461 A, HD1 e HD125: cepas controle
positivo

Apos sequenciamento das bandas amplificadas de uma cepa controle
pasitivo escothida de cada primer, foram feitas as analises de bioinformadtica,
sendo todos os valores de e-value baixos o suficiente para que os resultados
obtidos tenham confiabilidade (COSTA, 2011) ; Tabela 8).

A identidade de 98% e cobertura de 71%, pode indicar a especificidade
da amplificagdo do primer Vip3Aa, de 164 pb. Além desse, uma identidade de
87% ¢ 98% de cobertura, também indicam a especificidade do primer Vip3Ahl.

Y& os primers Vip3Bal e Vip3Afl, apds analises de bioinformatica,
obtiveram identidade com o gene vipida, € os primers Vip3Ab2 e Vip3Ael
com o gene vip3D (Tabela 7).

O primer Vip3Aa® com amplificagdo de 235 pb, obteve identidade de
72% em 77% de cobertura com genes de Bacillus cereus. Esses resultados
podem ser associados a estudos anteriores que concluiram que a distingfo entre
estas duas espécies ndo ¢ clara e continua sendo assunto de interesse de muitos
taxonomistas (GLARE; O’CALLAGHAM, 2000; HANSEN: SALAMITOU,
2000; SCHNEPF et al, 1998), uma vez que a cepa utilizada para tal
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amplificagdio € 461A Bacillus thuringiensis tolworthi, do banco de

Microrganismos do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo da Embrapa.



Tabela 8 Analise do Blast realizado com os iniciadores desenhados nesse estudo
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Sequéncias dos primers Tamanho Grupo Sequéncia Acesso Identidade = Cobertura E-
do alvo mais similar (%) (%) value
fragmento
(pb)

F- TAAATCGCGACTGCCTCTCT 164 vip3Aa B. L48811.1 98 71 le-76
R- AAAGCGAGAACAACCAATCG thuringiensis

vip3Aa
F- CTTCCTCAAGGAGCGTGAAG 235 vip3Aa B. cereus CP001186.1 72 77 le-37
R- AAAGCGAGAACAACCAATCG
F- AAACGGATACAGGTGGTGGT 180 vip3Bal B. FJ626677.1 88 98 le-35
R- GATTTTGCTCATTGGCGATT thuringiensis

vip3da
F- AGGGAGCATTTGGAGGAAAC 232 vip34b2 B. DQ054848.1 77 91 le-51
R- ACCTTGCCAAATCCATTCAC thuringiensis

vip3D
F- TGGAACCTTTCGACAAAACC 223 vip3del B. DQ054848.1 93 99 le-82
R- TCCGCGAGAAAGCTCTACAT thur "{78"—’"313

vip3D
F- AAGGGCCCTACCGAGTTTTA 189 vip3Afl B. AF399673 99 99 2e-85
R- AAGCTCCCATTTACCCCATC thuringiensis

vip3Aa
F- AGGATGGCTCTCCTGCAGAT 220 vip34hl B. EU287924.8 87 98 3e-58
R- AACATTTCCGACCTCACTGC ’h“'j inglensis

vip3Ahl

1. Disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast no dia 13/07/2011.
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4.3.2 Amplifica¢do do DNA

Para melhor anilise, os resultados foram divididos em classes génicas:
cry, cyt e vip.

De todas as cepas analisadas para os genes cry, o gene cryldb,
resultante da amplificagdo de crylAS5, foi o mais frequente {encontrade em 39
cepas), seguido de cry9 (27 cepas), crylA(b)/crylA(c) (10 cepas), cry 24a (9
cepas), crylA(a)/crylA(d) (3 cepas), cry 24b (2 cepas), crylA(c} e crylB (3 cepa
cada). Os genes crylAb crylC crylD cryl E//Eb cryl Fa/Fb cryl Fal/Fb crylFb
erylG cryll cry2A4c cry24d cry94a ndo foram encontradeos nas cepas isoladas
(Tabela 9).

Os genes cry2 também foram encontrados no trabatho de Medeisos et al.
(2005), que verificaram a presen¢a desse gene em todas as cepas testadas com
100% de mortalidade para Plutella xylostelia e no padrdo HD-1. Os resultados
obtidos sdo interessantes, uma vez que a presenca desse gene codifica proteinas
toxicas para insetos da ordem Lepidoptera e Diptera (CARDENAS et al., 2001;
MONNERAT et al., 1999).

Os genes cry9 foram encontrados em 47,82% das cepas caracterizadas
por Pinto e Fitiza (2003), mas Medeiros et al. (2005) e Bravo et al. (1998) n3o
encontraram genes cry9 nas cepas analisadas. Os autores do primeiro trabalho
sugerem que as variages da frequéncia génica de cepas de B. thuringiensis
podem ser causadas por fatores abidticos, como fatores fisico-quimicos do solo.

Os resultados encontrados sobre a alta frequéncia dos genes cry!
corroboram com outros trabalhos de caracterizagdo desses mesmos genes em
diferentes colegbes de Bt (BRAVO et al., 1998; FATORETTO et al., 2007).
Outro trabalho também relata a grande abundéncia desses genes cry/ em grande
variedade de representantes na natureza (VILAS-BOAS, 2002). Diferentemente
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Valicente et al. (2010) encontrou uma maior frequéncia de genes crylD na sua

colegdo de cepas.

Tabela 9 Numero de cepas amplificadas para genes cry

Primers Referencial Genes. N° de
Amplificados cepas

crylAS Valicente et al., 2010 crylAb 39
crylAa/crylAd  Céron et al., 1994 crylA(a)/erylA(d) 3
crylAb/crylAc  Céron et al., 1994 crylA®)/erylAc) 10
crylAb Valicente et al., 2010 crylAb 0
crylAc Céron et al., 1994 crylA(c) 1
crylB Céron et al., 1994 crylB 1
crylC Céron et al., 1994 erylC 0
crylD Céron et al., 1994 erylD 0
crylEa/crylEb  Céron et al., 1995 crylEa/cryl Eb 0
crylFa/crylFb  Céron et al., 1995 cryl Fa/eryl Fb 0
crylFal/crylFb Valicente et al., 2010 crylFal/erylFb 0
crylFb Valicente et al., 2010 crylFb 0
crylG Céron et al., 1995 crylG 0
cry i1 Silva-Fagundes, dado ndo publicado  cry I/ 0
cry 2Aa Silva-Fagundes, dado ndo publicado  cry 24a 9
cry 2Ab Silva-Fagundes, dado ndo publicado  cry 24b 2
cry 2Ac Silva-Fagundes, dado ndo publicado  cry 24c 0
cry 2Ad Silva-Fagundes, dado ndo publicado  cry 24d 0
cry 9 Silva-Fagundes, dado nio publicado ¢ry 9 27
cry 9Aa Silva-Fagundes, dado ndo publicado  cry 94a 0

De todas as cepas analisadas com primers que amplificam genes cy, os

genes cytlAa/cytiAb/cyt] Ba, resultante da amplificagdo do primer cytl, foram

0s

mais

frequentes

(5%) seguido

de

cyt1Ab,

cytiAa,

cyt2Aa/cyt2Ba/cyt2Bb/cyt2Ca, cyt2Bc/cyt2Ba, cyt2Ba, todos com 2% de
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frequéncia. (Tabela 10). A frequéncia desses genes nas cepas coletadas foi de
6,45%, frequéncia essa baixa, mas superior a encontrada por Costa (2011) que
encontrou em 500 cepas analisadas apenas 7 cepas (1,4%) caracterizadas com
genes cyt. O autor relata que quando comparada com genes cry! especificos a
lepidépteros, a frequéncia dos genes cyf, que sdo especificos para insetos
dipteros, € baixa. Das cepas que apresentaram o gene diptero-especifico, o
trabalho anterior encontrou 3 delas contendo as duas classes (cyt/ e 2) e 4
contendo apenas uma e nas cepas analisadas nesse trabatho foram encontradas
apenas 1 cepa contendo as duas classes. Corroborando com os resultados
obtidos, Costa et al. (2010) caracterizou 640 cepas de Bt e ndo encontrou

nenhum gene cyt na colego analisada.

Tabela 10 Niimero de cepas amplificadas com os genes eyt

Primers Referencial Genes Amplificados N° de
cepas
cytl Ibarra et al., 2003 cytiAa/cytiAb/eytl Ba 3
cytlAb Costa, dado ndo publicada cytifdb 1
cytlAa Costa, dado ndo publicada cytida 1
cyt2 Ibarra et al., 2003 cyt2Aa/cyt2Ba/cyt2Bb/cy12Ca 1
cyt2B  Costa, dado ndo publicada cyt2Be/cyt2Ba 1
cyt2Ba  Costa, dado ndo publicada cyt2Ba 1

Dos genes vip amplificados com primers descritos anteriormente, o
unico que obteve amplificagSes nas cepas analisadas, foi o vip3 com frequéncia
de 9,67%. Dos primers que obtiveram especificidade indicada pelo
sequenciamento e andlise por BLAST para genes vip3, 56% das cepas
apresentaram amplificagdes para o gene vip3Aa, resultante do primer Vip3Afl,
18% das cepas apresentaram amplificagbes especificas do gene vip3D,

resultante do primer Vip3Ael, e 1,61% das cepas amplificaram o gene vip34a.
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Yu et al. (2011) encontraram uma maior frequéncia de vip3 (67.4%),
seguido do gene vip2 (14.6%) e vipl (8.1%). Herndndez-Rodriguez et al. (2009)
e Espinasse et al. (2003) corroboram com os resultados obtidos tendo vip3 a
maior porcentagem dentro dos genes vip analisados, aproximadamente 50% das

cepas enquanto vip! e vip2 corresponderam a 10%.

Tabeja 11 Numero de cepas amplificadas com genes vip

Primers Referencial Genes Amplificados ::pi:
vip2 Hernandez-Rodriguez et al., 2009  vip2 0
vip3 Hernédndez-Rodriguez et al., 2009 vip3 6
vip3’ Espinasse et al., 2003 vip3 0
vip3Aa Rodrigues, dado ndo publicado vip3Aa 1
vip3Bal Rodrigues, dado ndo publicado vip3Aa 0
vip3Ab2 Rodrigues, dado ndo publicado vip3D 0
vip3Ael Rodrigues, dado ndo publicado vip3D 11
vip3Afl Rodrigues, dado ndo publicado vip3Aa 35
vip3Ah! Rodrigues, dado ndo publicado vip3Ahl 0

Os genes mais abundantes nesta colegdo de cepas de B. thuringiensis,
considerando cry, cyt e vip foram: crylAb (primer CrylAS), vip3Aa (primer
Vip3Afl) e cry9, com 63%, 56% e 43% respectivamente (Tabela 12). Seifinejad
et al. (2008) caracterizou cepas isoladas em diferentes regides do Ird e observou
que os genes mais abundantes foram vip34a (82,6% das cepas) seguido de cry2
(56,5%), cry! (49%) e cry9 (30%).
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Tabela 12 Distribuig@o de genes cry, cyt e vip de cepas de B. thuringiensis por area de coleta

Primers

cry crylAa/ crylAb/ cry cry cry cry cry cyt cyt Cyt cyt cyt cyt vip vip vip vip
1AS  crylAd  crylAc lAc 1B 2Aa 2Ab 9 1 1Ab 1lAa 2 2B 2Ba 3 3Aa 3Ael 3Af

Palha

Pinheiro 37 0 7 1 0 8 0 21 3 1 1 1 1 0 2 0 11 35
Pivo 0 1 2 0 1 0 1 5 0 0 0 0 0 1 4 0 0 0
Lagoa 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0
Vérzea 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 O ] 0 0 0 0
Usina

Desativada 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Solo

Pinheiro 1 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 0o 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL

(%) 62,90 4,383 16,12 161 1,61 14,51 3,22 43,514,83 1,61 1,61 1,61 1,61 1,61 9,67 1,61 17,74 56,45
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A quantidade de genes identificados em cada cepa variou bastante,
sendo identificadas cepas que ndo amplificaram nenhum dos genes analisados
(cepas 43PC, 48PC, 53PC, 55PC, S7TLA e 59VA). Entre cepas que amplificaram
genes, a variacdo foi de 1 4 8 genes por cepa (Figura 18).

As cepas 27PP, 3PP e 30PP apresentaram mais genes sendo a cepa 27PP
a Unica a apresentar as duas classes de cyt, apresentando também vip3A4a, crylAb
e cry9. A cepa 3PP e 30PP amplificaram duas classes de vip3 (vip34a e vip3D),
cryldb, cry24a e cry9 tendo como diferenca os genes cytiAa/lAb/IBa
amplificado apenas pela cepa 3PP e crylA4c amplificado pela cepa 30PP (Figura
19). Apesar de encontrados vérios genes, as cepas ndo apresentaram altas taxas
de mortalidade sugerindo uma ndo tradu¢@io dessas proteinas toxicas, algum
silenciamento génico ou até mesmo um distirbio na ativagio ou ligagdo dessas
toxinas aos receptores especificos da membrana do inseto.

A cepa 49PC amplificou apenas 1 gene, sendo esse cyr2Ba (dado ndo
mostrado). Estudos apontam uma agfo sinérgica entre as toxinas Cyt e Cry, ndo
relatando toxicidade apenas de protefnas Cyt (OESTERGAARD et al., 2007).
Apesar disso, pode ser observado que a cepa 49PC teve uma agdo inseticida
contra 8. frugiperda de 10,42+2,08% . Esse resultado sugere existir outros genes
cry ndo identificados nessa caracterizag@o que constituem o genoma total dessa

cepa.
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Figura 19 Cepas provenientes da palha do pinheiro (PP) com sua caracterizagiio de genes

4.4 Bioensaio de mortalidade para Spodoptera frugiperda

O bioensaio de mortalidade para S. fiugiperda teve concentragio de
esporos variando entre 1,75 x 107 a 3,2 x 10%, sendo altas suficientes para matar
insctos-praga  suscetiveis a cepas eficientes de Bacillus thuringiensis
(VALICENTE; LANA, 2008).

As cepas isoladas ndo foram eficientes contra S. fiugiperda (Tabela 13,
Figura 20). A maioria das cepas analisadas ndo foi estatisticamente diferente da
menor taxa de mortalidade observada que foi de 0%. As poucas cepas diferentes
dessa taxa foram identificadas em um grupo com mortalidade entre 6 a 28%. A

baixa proporgdo de cepas inativas observadas neste estudo corrobora com outros
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autores atuando ndo sé contra lepidopteros praga, mas também contra insetos
praga coledpteros e dipteros (VALICENTE; BARRETO, 2003; OHBA;
AIZAWA, 1986; MARTIN; TRAVERS, 1989; ABDEL-HAMEED; LANDEN,
1994).

As cepas que apresentaram taxa de mortalidade possuem cristais esféricos
(e) ou bipiramidais (b) e foram coletadas da area de cultivo com pivd central
(PC), patha dos pinheiras (PP), usina desativada (UA), lagoa (LA). J4 nas cepas
que apresentaram menores taxas de mortalidade hd predominancia de local de
coleta da palha dos pinheiros (PP) e o formato de cristal esférico (e).

Esses resultados ndo podem relacionar & caracterizagio dos genes das
cepas isoladas com sua taxa de mortalidade para o inseto praga analisado. As
cepas que apresentaram menores taxas possuem variados genes e diferentes
quantidades de genes por cepa. Por exemplo, a cepa 57LA nio obteve nenhuma
amplificacdo génica enquanto a cepa 30PP amplificou para 6 diferentes genes e
ambos estdo no grupo de 0% de mortalidade para S. frugiperda. O mesmo
resultado foi observado para as cepas que apresentaram as maiores taxas de
mortalidade, com cepas apresentando nenhuma amplificagio génica (53PC e

55PC) até cepas amplificando 5 genes diferentes (7PP) (Tabela 13, Figuras 19 e
20).
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Tabela 13 Taxa de mortalidade dos isolados de B. thuringiensis

Mortalidade (%)

Isolado Isolado Isolado

18 0,000,002 19 4,17£2,41a 12 8,33£3,40 ab
20 0,00£0,00 a 22 4,1742,41a 29 8,33£3,40 ab
25 0,00+0,00a 23 4,17¢2,41a 51 8,33+3,40 ab
26 0,00+0,00a 24 4,17+241a 44 8,33+4,81 ab
28 0,00+£0,00a 34 4,17+4,17a 60 8,71+5,04 ab
30 0,00+£0,00 2 41 4,1782,41a 10 10,42+2 08 be
32 0,00+0,00 50 4,17+4,17a 14 10,42+2 08 be
35 0,00+0,00a 59 417+241a 39 10,42+2.08 bc
36 0,00+0,00a 42 5,00+5,00a 48 10,42+2,08 be
37 0,00+0,00a 2 6,25+2,08a 49 10,42+2,08 be
57 0,00+0,00a 5 6,25+2,08a 46 10,80+4,20 be
1 2,08£2,08a 11 6,25£3,99a 45 12,27+4.83 ¢
17 2,08+2,08a 13 6,25+£2,08a 54 12,50+4,17 ¢
21 2,084+2,08a 31 6,25+2,08a 61 12,88+4,31 ¢
33 2,08+2,08a 38 6,25+3,99a 53 14,58+2,08 ¢
47 2,08+2,08 a2 40 6,25+3,99a 56 17,50+0,33 ¢
58 2,08+2,08a 43 6,25£3,99a 7 19,89+1,70 ¢
3 4,17£2,41a 62 6,63+4,32a 55 20,00+8,16 ¢
8 4,17+241a 52 6,67+42,26a 9 20,83%241 ¢
15 417+241a 6 8,33:0,00ab 4 22,92+2.08 ¢
16 4174241 a - - 27 25,00+3,08 ¢

OBS: Médias seguidas da mesma letra nas colunas nio diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Formato dos cristais: (e): esférico; (ec): esférico e
cubdide; (b) bipiramidal.
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Hongyu, Ziniu ¢ Wangxi (2000) também detectaram a presenga de genes
cry em cepas de Bt que apresentavam baixa mortalidade (0 a 9%) e propuseram
que provavelmente os genes ndo estavam sendo expressos. Silva-Werneck et al.
(2008) e Loguercio et al. (2002) também encontraram baixas mortalidades em
cepas de Bt com genes vip34 para lepid6pteros praga. Segundo Estruch et al.
(1996) e Loguercio et al. (2002) a eficiéncia da proteina Vip3Aa tem sua
eficiéncia bastante aumentada quando expressa em Eschericia coli,chegando a
100% de mortalidade contra S. ffFugiperda.

A correlagdo entre locais de origem das cepas e formato dos cristais com
taxas de mortalidade também n3o puderam ser relacionadas. Corroborando com
os dados obtidos, Bernhard et al. (1997} concluiram que a atividade inseticida das
cepas de Bt ndo parecem estar correlacionadas com seu local de origem, além de
confirmar as observagbes de que B. thuringiensis ndo tOXico é comumente
encontrado em solos naturais (BEL et al., 1997; OHBA; AIZAWA 1986; OHBA;
YU; AIZAWA, 1988; HASTOWO; LAY; OHBA, 1992).

Outros autores obtiveram resultados que associavam a toxicidade das
cepas de Bt ao formato dos cristais e genes inseridos. Glare e O’Callaghan (2000)
e Robaina, Capalbo e Nascimento (2009) observaram que os cristais bipiramidais
geralmente se associam com cepas tdxicas a insetos lepidopteros e a presenga da
proteina Cryl. J4 os cristais cubdides e ovais sdo ativos tanto para lepidopteros
quanto para dipteros e o cristal cubdide esté relacionado com Cry2. Gitahy et al.
(2007) relataram que a maioria dos cristais de B. thuringiensis toxicos a insetos
lepidopteros € composto de proteinas de aproximadamente 130 kDa,
correspondente ao tamanho da 3-endotoxina Cry 1, geralmente associada com a
morfologia de cristal bipiramidal.

Valicente e Barreto (2003) relacionaram a caracterizagio de genes com a
mortalidade larval de S. frugiperda e observaram que cepas que abrigam os genes

crylC, crylB, crylE, crylF, crylA, crylG e crylD foram mais toxicos ao inseto
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praga. Entre os genes cryl, crylC, crylD, crylE e crylF exibiram a maior
atividade contra a mesma espécie (CHAMBERS et al., 1991; MOAR et al,,
1990).

Segundo Valicente et al. (2010) cepas de Bt com genes cry/D foram
considerados menos toxicos para S. frugiperda, mas mortalidades variando de
95% a 100 % foram observados em 28 cepas com esse gene. Isto sugere a
presenga de outros genes cujas proteinas apresentam potencial efeito sobre a
mortalidade larval desse inseto, uma possivel interago entre diferentes proteinas
Cry, ou diferencas nas respostas a proteina CrylD. Outros relatos apontaram
cryiD e crylC (CERON et al., 1995), e erylD, crylE e cryl F (BOHOROVA et
al., 1997) como mais eficientes no controle de larvas de S. frugiperda.

Contréario aos resultados obtidos onde foram encontrados cepas com
amplifica¢Ges de genes, mas ndo foram efetivas contra lepidoptera, Valicente et
al. (2010) encontraram cepas de Bt que ndo amplificavam genes cry/ mas que
apresentavam frequéncia elevada taxa de mortalidade larval. Ambos os resultados
sugerem a existéncia de outros genes ou interages que possam resultar em um

eficiente controle de S. frugiperda.
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5 CONCLUSOES

As cepas de B. thuringiensis coletadas da palha da area do pinheiro foram
responsdveis por 67,74% do total de bactérias coletadas, sendo a 4rea de cultivo
com pivd central responsavel por 20,96%.

Em éreas de cerrado e em lavouras para pecudria nio foram isolados
colonias de B. thuringiensis.

A maior frequéncia de formato de cristais foi os esféricos correspondenda
a 64,5%, seguido de 29% de formato esférico e cubbide e 6,5% de formato
bipiramidal.

A diversidade genética encontrada nas cepas foram distribuidas em 4
grupos, considerando ponto de corte de 43%. Esses agrupamentos apresentaram
relag@o com os locais de origem das cepas e o formato do cristal.

Os genes mais abundantes encontrados nas cepas de B. thuringiensis
dessa colegdo foram crylAb (63%), vip3Aa (56%) e cry9 (43%).

Os genes crylC, crylD, cryl E&/Eb, cryl Fa/Fb, crylFal/Fb, crylFb,
crylG, cryll, cry2Ac, cry2Ad, cry94a, vip2, vip3 (primer vip3’), vip34a (primer
vip3Bal), vip3D (primer vip3Ab2) e vip3Ahl (primer vip3Ahl). ndo foram
encontrados entre as cepas analisadas.

Todas as cepas testadas para toxicidade a S. frugiperda foram
significativamente ineficientes sendo as maiores taxas de mortalidade entre
12,27+4,83 e 22,92+2,08.
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