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RESUMO

Lagartas de falsa-medideira (Chrysodeixis includens) sdo importantes insetos desfolhadores
responsaveis por perdas significativas de produtividade principalmente em cultivos de soja no
Brasil. Dentre os métodos de controle sustentaveis mais utilizados para a supressdo de
insetos-praga na agricultura se destacam os bioinseticidas e as plantas transgénicas a base de
proteinas produzidas por Bacillus thuringiensis. A fim de fornecer novos componentes para o
controle da falsa-medideira, este estudo teve como objetivo selecionar cepas de Bacillus
thuringiensis tdxicas para essa espécie e caracteriza-las molecularmente. Foram utilizadas 50
cepas pertencentes ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo para a realizacao
de bioensaios seletivos, deteccdo da presenca de genes de classes cryl, cry2 e cry9, ensaios de
deteccdo de B-exotoxinas, além de analises dos perfis plasmidiais e de padrdes de proteinas
totais e ativas das cepas eficientes. A partir dos testes realizados, foram selecionadas quatro
cepas (3820, 531, 547 e 566) e estas foram consideradas promissoras para o controle de C.
includens. Todas apresentaram 100% de mortalidade para essa espécie, e através das
avaliacdes moleculares foi observada a presenca de genes cry, de megaplasmideos e de duas
bandas proteicas principais produzidas pelas cepas. Além disso, duas das cepas selecionadas
para falsa-medideira (3820 e 566) também apresentaram para outras trés espécies
lepiddpteras de importancia agricola do género Spodoptera. Estes resultados evidenciam o
alto potencial dessas cepas para uso na formulacdo de produtos a base de Bt para a
agricultura.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Controle bioldgico. Caracterizagdo molecular.
Chrysodeixis includens. Falsa-medideira.



ABSTRACT

Soybean looper (Chrysodeixis includens) are important defoliating insects responsible for
significant losses in productivity mainly in soybean crops in Brazil. Among the most used
sustainable control methods for the suppression of pests in agriculture are the bio-insecticides
and transgenic plants containing proteins produced by Bacillus thuringiensis. In order to
provide new components for the control of the soybean lopper, this study aimed to select
strains of B. thuringiensis toxic to these species and to characterize them molecularly. Fifty
strains belonging to the Bank of Microorganisms of Embrapa Milho e Sorgo were used to
perform selective bioassays, detection of the presence of genes cryl, cry2 and cry9, B-
exotoxin detection assays, in addition to analysis of the plasmid profiles and to patterns of
protein total and active of the efficient strains. From the tests, four strains were selected
(3820, 531, 547 and 566) and these have been considered promising for the control of C.
includens. All of them showed 100% mortality for these species, and through molecular
evaluations was observed the presence of cry genes, megaplasmids and two main protein
bands produced by the strains. In addition, two of the strains selected for soybean looper
(3820 and 566) also presented toxicity to other three lepidopteran species of agricultural
importance of the genus Spodoptera. These results demonstrate the high potential of these
strains for use in the formulation of products containing Bt for agriculture.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Biological control. Chrysodeixis includes. Molecular
characterization. Soybean looper.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Nacional de Defesa Vegetal (ANDEF), nas ultimas décadas o pais
vem sofrendo a cada safra com perdas relacionadas a novas pragas em lavouras, como por
exemplo, as espécies Helicoverpa armigera, o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) e
a broca do café (Hypothenemus hampei), o qual as perdas causadas sao de valores bilionarios
que podem prejudicar o produtor e o fornecimento de alimentos (ANDEF, 2017).

Nesse contexto se inserem as espécies de lagartas desfolhadoras, que ocorrem nas
lavouras brasileiras provocando diversos prejuizos. Atualmente, uma das grandes
preocupacOes esta na elevada incidéncia da espécie falsa-medideira (Chrysodeixis includens),
principalmente em cultivos de soja (CONTE et al., 2014) uma espécie vegetal cultivada em
diversas regiGes do Brasil, que esta em segundo lugar de maior producdo mundial do gréo,
com 49% de éarea plantada e grande destaque na balanca comercial por seus produtos
possuirem alto padrdo de qualidade (CONAB, 2017).

Na safra 2014/2015 essa espécie ocorreu de forma generalizada nos cultivares de soja
oferecendo reais riscos de perdas em proximas colheitas, de forma que o aumento
populacional dessa espécie pode estar diretamente ligado a aplicacdes desordenadas de
inseticidas quimicos, prejudicando a agdo dos inimigos naturais da praga (EMBRAPA, 2015).
Além disso, existe uma grande preocupacdo relacionada a tolerancia dessa espécie a diversos
inseticidas, o que pode dificultar ainda mais o seu controle (MASCARENHAS & BOETHEL,
2000).

A utilizacdo do controle biolégico como estratégia de manejo surge de forma a
minimizar danos causados por infestacdes de insetos-pragas nas lavouras e tem obtido bons
resultados como a diminuicao dos prejuizos econdmicos (MENDES et al., 2012).

Diante deste cenario, 0 uso dos microrganismos entomopatogénicos como o Bacillus
thuringiensis (Bt) passou a ser muito estudado no controle de pragas, devido as caracteristicas
bioinseticidas de tais microrganismos para diferentes ordens de insetos. Desde entéo
aumentaram-se 0s estudos na busca por isolados com atividades toxicas para uso na
formulacdo de produtos para a agricultura a base dessa bactéria (FORRESTER, 1994;
FEITELSON, PAYNE & KIM, 1992; CAPALBO, 2005).



13

As caracteristicas tdxicas para insetos-pragas proporcionadas pelo Bt sdo devidas a
producdo de proteinas cristalinas que sdo codificadas por genes denominados cry. O uso de
estratégias moleculares para a caracterizagdo de isolados de Bt eficientes tem sido
amplamente empregado para investigar e distinguir suas propriedades principalmente em
relacdo ao contetdo génico, proporcionando, assim, novas perspectivas para uso dessas
bactérias (CAROZZI et al., 1991; CERON et al., 1995; CERON et al., 1995; BRAVO, 1997;
BOBROWSKI et al., 2003).

As formas mais utilizadas do Bt na agricultura incluem os biopesticidas e, mais
recentemente, 0 uso de plantas transgénicas resistente a insetos, que se caracterizam pela
introdugdo de genes de toxinas do Bt nas plantas, conferindo-lhes resisténcia a algumas
espécies de lagartas. Os cultivares Bt contribuem na agricultura como componente do MIP
(Manejo Integrado de Pragas), permitindo reduzir aplicacdes de inseticidas, especialmente
para lagartas consideradas pragas agricolas com alta interferéncia na producdo de cultivares
(CONTE et al., 2014).

Com a adocdo de plantas transgénicas foi possivel obter resultados econémicos
positivos. O Brasil s perde para os Estados Unidos no plantio de transgénicos, ocupando a
segunda posicdo no ranking mundial, com 44,2 milhGes de hectares de area de plantada e com
60 eventos de culturas aprovados no pais. O plantio de eventos transgénicos no Brasil é mais
intensificado nos cultivares de soja, milho e algoddo, e estima-se que mais de 80% das
lavouras plantadas no pais constituam de variedades transgénicas (ISAAA, 2015).

Dessa forma, torna-se importante investir em estudos de selecdo de isolados de Bt
ativos com novas propriedades para serem incluidos em estratégias de fabricacdo de produtos
como os biopesticidas e o desenvolvimento de plantas transgénicas. A partir disso, este
trabalho teve como objetivo selecionar e caracterizar molecularmente cepas de Bacillus
thuringiensis com atividades inseticidas visando o controle biol6gico da lagarta falsa-

medideira (Chrysodeixis includens).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Falsa-Medideira - Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidotera: Noctuidae)

A lagarta falsa-medideira (Figura 1) caracteriza-se por possuir dois pares de
pseudopatas, face interna das mandibulas com dois dentes, coloracdo verde clara com linhas
brancas longitudinais e causar desfolha, ndo se alimentando das nervuras das plantas e
deixando os foliolos com aspecto rendilhado caracteristico, podendo consumir até 200 cm? de
area foliar ocasionando a perda de qualidade do produto no mercado (Figura 2)
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; PICANCO et al., 2010). Seu desenvolvimento ocorre
através de fase larval, fase de pupa envolta a uma teia geralmente na face ventral da folha e
adultos que podem colocar em média 600 ovos.

Sua ocorréncia é frequente em todas as regifes produtoras de soja, assim como nas
areas atuais de expansdo da cultura (Norte e Nordeste). Era considerada uma praga
secundaria, com baixo nivel populacional nas lavouras, sendo controlada por diversos
inimigos naturais. O aumento populacional de tal lagarta nos ultimos anos pode estar
relacionado a aplicagdes exageradas e inadequadas de inseticidas quimicos ndo seletivos
combinados ao uso de fungicidas para o controle de ferrugem, o que contribuiu para o
declinio populacional dos inimigos naturais e favoreceu a explosdo populacional da praga,
assim, transformando-se em um sério problema desde a safra 2002/2003 (EMBRAPA, 2012).
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Figura 1- Lagarta Falsa-medideira (Chrysodeixis includens).

Fonte: (CRAVEIRO et al., 2008)

Figura 2 - Folha de aspecto rendilhado causado por Falsa-medideira.
N N

i =
Fonte: AFBueno - Arquivo Embrapa Soja.

Um estudo na safra 2014/2015 apontou o aumento da densidade dessa espécie
gradativamente ao longo do desenvolvimento das plantas de soja e a mesma foi predominante
até no final do ciclo da cultura, destacando-se como a mais frequente (53,1%) das espécies,

ultrapassando até mesmo o percentual da Anticarsia gemmatalis (41,5%), outra espécie de
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lagarta que é considerada a principal praga da soja. Demonstrando assim, um fator
preocupante principalmente no estado do Parand devido ser a principal espécie presente
durante todo ciclo da soja (CONTE et al., 2014).

A falsa-medideira também se tornou praga de outras culturas além da soja, por exemplo,
0 algoddo. A lagarta causa sérios danos as regifes produtoras desta cultura devido a sua
dispersdo principalmente apés a entrada da soja na fase de senescéncia, onde a planta fica
menos atrativa (IMA, 2014). Além disso, a lagarta também tem sido reportada em outras
espeécies vegetais como maracujazeiros (BENASSI et al., 2012), couve, repolho (CARDOSO
etal., 2010) e feijao (DINIZ, 2015).

Um fator preocupante para essa espécie decorre do fato de que esta lagarta é
considerada uma praga de dificil controle pelos agricultores, devido a maior tolerancia e alto
potencial de desenvolvimento de resisténcia, quando comparada a outras espécies como a
lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), aos inseticidas quimicos e bioldgicos existentes no
mercado (BUENO et al., 2012). As lagartas sdo encontradas alimentando-se na regido do
terco médio e inferior das plantas de soja, e esse comportamento contribui para as
dificuldades em seu controle através de pulverizagcdes, motivando assim a intensificacdo dos

estudos biotecnolégicos para desenvolverem estratégias eficientes para o controle dessa praga.

2.2 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva, aerdbica, ndo-capsulada e movel
com flagelos em sua periferia, foi formalmente descrita por Berliner em 1915, e também ¢é
conhecida popularmente pela sigla Bt.

Existem diversas subespécies dessa bactéria e sua ecologia tornou-se bastante
conhecida, a qual é tipicamente encontrada no solo onde permanece dormente na maioria das
condi¢Bes naturais, em grdos armazenados, agua, superficies de plantas e insetos mortos
(BURGES & HURST, 1977; HASTOWO, LAY, & OHBA; KAELIN, MOREL & GADANI,
1994; GLARE & O’CALLAGHAN, 2000). Devido sua utilizagdo comercial no controle de
insetos, o Bt alcancou um lugar importante na agricultura e na saude publica, de forma que

sua agdo inseticida é eficiente, segura aos seres humanos e compativel ao meio ambiente, se
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tornando um biopesticida amplamente utilizado em todo o mundo (ROH et al., 2007;
IBRAHIM et al., 2010; BISHOP & ROBINSON, 2014).

O Bt foi descrito inicialmente como um patogeno oportunista, de forma que a sintese do
cristal durante a fase de esporulacdo pode ser devido ao interesse em matar o hospedeiro e
obter nutrientes suficientes para a bactéria para permitir no futuro a germinagdo dos esporos
dormentes (BURGES & HURST, 1977; DE MAAGD et al., 2001). Porém, estudos mostram
que esse microrganismo nao pode ser considerado um patdgeno obrigatorio de insetos devido
a sua presenca e replicacdo em ambientes improvaveis de encontrar insetos hospedeiros
susceptiveis (RAYMOND et al., 2010) e ao grande numero de isolados que produzem
proteinas Cry ndo inseticidas.

Entretanto, algumas destas proteinas nao inseticidas ja sdo conhecidas recentemente
com uma nova capacidade de atuacdo contra células cancerigenas, ganhando assim uma nova
categoria de proteinas, as Parasporinas (PS) (MIZUKI et al., 1999; KATAYAMA et al., 2005;
OHBA et al., 2009).

A atividade entomopatogénica do Bt é dada através da formacao de cristais por meio da
acumulacdo de proteinas durante a fase de esporulacdo, estas proteinas, quando digeridas por
insetos-especificos, sdo ativadas e interagem com as células epiteliais do intestino médio,
provocando a formacdo de poros na membrana da célula que ocasionam diversos disturbios
no organismo do inseto até provocar sua morte (HOFTE & WHITELEY, 1989).

No controle bioldgico de pragas, o Bacillus thuringiensis, juntamente com seus
subprodutos, € a espécie microbiana mais promissora € bem sucedida por ser amplamente
comercializada para o controle de lagartas em varias culturas (AGUIAR-MENEZES, 2003)
ha mais de 60 anos. Isto se deve ao fato de que, além do seu vasto uso como formulagdes
bioinseticidas, que oferecem uma alternativa poderosa na reducdo do uso de produtos
quimicos (EMMERT & HANDELSMAN, 1999), esse entomopatdgeno também se mostra
promissor como fonte de genes que expressam proteinas inseticidas para serem utilizados na
producéo de plantas transgénicas resistentes a praga-alvo.

A sua utilizagdo deve ser parte de um conjunto de medidas de forma a promover a
manutencdo e a reducdo da populacdo de pragas em lavouras a niveis ndo prejudiciais
economicamente, podendo ser empregados em programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP), pois possuem compatibilidade com a maioria dos métodos de controle (GALLO et al.,
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2002). J& séo existentes mais de 180 produtos biopesticidas a base de Bt, que sdo utilizados
em culturas e plantas ornamentais com diversas formas de uso como sprays, pés, granulos ou
pellets (NPIC, 2015).

As toxinas de Bt sdo as principais constituintes de plantas transgénicas para controle de
insetos (SAXENA & STOTZKY, 2000; STOTZKY, 2005) e sua atividade inseticida varia de
acordo com 0s genes cry presentes nas cepas. Estes genes codificam as proteinas Cry
(também conhecidas como 6-endotoxinas), que sdo as principais e mais estudadas. O Bacillus
thuringiensis também produz outros tipos de toxinas importantes como as Cyt (outro tipo de
d-endotoxinas); as exotoxinas (a e ) que possuem atividade de amplo espectro de acdo para
insetos e vertebrados; as hemolisinas; as exoenzimas (dentre elas quitinases e proteases) e as
Proteinas Inseticidas Vegetativas conhecidas como VIP’s, descobertas mais recentemente e
estdo sendo bastante estudadas por sua elevada toxicidade a lepidopteros (DROBNIEWSKI &
ELLAR, 1988; ESTRUCH et al., 1996; PINTO et al., 2010; DE SOUZA LIMA, 2013).

Os genes de Bt sdo agrupados de acordo com sua especificidade toxica para as classes
de Lepiddpteros, Dipteros, Coledpteros e Nematdides (DE MAAGD, BRAVO &
CRICKMORE, 2001). Sua descoberta foi o marco para a producdo e aprovacao de diversos
eventos de plantas Bt no mundo, como milho, soja, algoddo, canola, arroz, beringela, alamo,
batata e tomate transformados com os genes das classes cryl, cry2, cry3 e cry9 (ISAAA,
2017).

2.3 Proteinas Cry (8-endotoxinas)

A especificidade e patogenicidade de uma cepa de Bacillus thuringiensis sao
determinadas pelos tipos de genes cry funcionais que estdo presentes no cromossomo e
principalmente nos plasmideos da bactéria (algumas linhagens apresentam 0s genes
exclusivamente nos plasmideos), podendo conter uma ou varias copias do mesmo gene cry,
ou diferentes genes que formardo o mesmo cristal (DEBABQV et al., 1976; LERECLUS et
al., 1982).

Estes cristais sdo formados por polipeptideos, dentro do citoplasma das células

esporuladas (DE MAAGD et al., 2001) podendo ter diversas formas, como bipiramidais,
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esféricos, retangulares, cubdides ou irregulares, estabelecidos através de condigdes de
natureza e da concentragdo molar de toxinas produzidas.

A partir das estratégias moleculares e ferramentas de bioinformatica, o comité de
nomenclatura de delta-endotoxina de Bacillus thuringiensis ja classificou 74 grupos diferentes
de proteinas Cry. Baseados na identidade entre sequéncias de aminodcidos, permitindo a
classificacdo em conjunto de toxinas intimamente ligadas e a sua especificidade bioldgica é
utilizada como componente da nomenclatura original. Esta nomenclatura sofreu alteracfes
pela troca de algarismos romanos na posicdo primaria por algarismos arabicos, como
exemplo, antes a proteina era CrylllA, agora tornou-se Cry3A, devido ao aumento no nimero
de genes ja sequenciados (CRICKMORE et al., 2016).

O pesquisador Neil Crickmore e colaboradores (2017) mantém um banco de dados
online com informagdes importantes e atuais sobre as proteinas de Bt existentes, disponivel
em < http://www.btnomenclature.info/>, com interesses particulares em descobrir 0s
mecanismos de cristalizagcdo in vitro, mecanismos de acdo das toxinas e as formas de
aquisicdo de resisténcia as toxinas pelos insetos.

Desde 1998 publicacbes utilizando Bt em bioensaios contra diferentes espécies de
insetos sdo incorporadas em um banco de dados especifico (van Frankenhuyzen, K., Nystrom,
C., http://www.glfc.cfs.nrcan.gc.-ca/bacillus) e a partir disso sabe-se a especificidade das
familias de toxinas Cry. Esses bioensaios mostram que as principais familias para a ordem de
lepidopteros sdo Cryl, Cry2 e Cry9, e estudos especificos com a espécie Chrysodeixis
includens mostram atividade principalmente das toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa,
CrylBb e Cry2Aa (VAN FRANKENHUYZEN, 2009).

O mecanismo de acdo (Figura 3) das proteinas Cry, baseia-se na producdo das mesmas
pelo Bt em forma de pro-toxinas (contendo um C-terminal prolongado, determinante da
formagéo da estrutura do cristal); nesta forma, elas ndo possuem acéo inseticida e podem ser
encontradas com diferentes tamanhos moleculares, variando de 50-140 kDa e essa variagdo
ocorre devido a variedade de sub-espécies existentes (BRAVO,1997).

Apos a ingestdo e a dissolucdo, as pré-toxinas precisam ser ativadas através de clivagem
por enzimas digestivas (proteases especificas) no ambiente alcalino do intestino médio do
inseto para que ocorra a formacao de fragmentos toxicos. Estes fragmentos sdo derivados da

metade N- terminal, possuem aproximadamente 60 a 70 kDa e a sua estrutura & composta por
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trés dominios semelhantes, conservados e ligados por ligantes simples, sugerindo assim um
modo de acdo similar a essa familia de proteinas, determinantes importantes de
especificidade, (HOFTE & WHITELEY, 1989; KNOWLES, 1994; BRAVO et al., 2007,
PARDO-LOPEZ, 2013) esse mesmo processo de ativacdo das proteinas pode ser realizado in
vitro utilizando diversos tipos de proteases.

Posteriormente, ocorre a ligacdo aos receptores especificos localizados em
microvilosidades apicais presentes no tecido epitelial do intestino do inseto, com consequente
formacéo de poros liticos na membrana plasmatica que resultardo na lise celular e ruptura do
epitélio, resultando em morte por fome ou septicemia (HOFTE & WHITELEY, 1989;
RUKIMINI et al., 2000; ADANG, CRICKMORE & JURAT-FUENTES, 2014).

Figura 3 - Mecanismo de acdo de Bacillus thuringiensis em lepiddpteros.

(1) Ingestion
Spore Protein
crystal

(2) Dissolution
of protein crystals

B. thuringiensis

3) Activation of protein

Co oo

(5) Vacuolation (4) Binding to

of the cytoplasm specific receptors Cristal _S-todne 'Toudin
— — e
Cell disruption Peritrophic membrane
N J
Intestinal cells Schiinemann, 2012

(1) Ingestdo de bactérias; (2) Solubilizacdo dos cristais; (3) Ativacdo de proteinas; (4) Ligacdo de
proteinas aos receptores; (5) Formacao de poros da membrana e lise de células.
Fonte: (SCHUNEMANN et al., 2014).

O estudo do conjunto de processos que ocorrem com as proteinas Bt torna-se importante
para o entendimento do modo de a¢do e como forma a lidar também com eventuais problemas

de resisténcia. Além disso, € de grande importancia o rastreio de novas proteinas Cry com
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diferentes especificidades a receptores de insetos para o desenvolvimento de novos produtos
(BRAVO, GILL & SOBERON, 2007).

2.4 p-exotoxinas

Alguns isolados de Bt podem produzir metabdlitos ndo proteicos durante o
crescimento vegetativo conhecidos como [-exotoxina ou thuringiensina (Thu). Essas
substancias sdo oligossacarideos termoestaveis, sollveis em agua, persistentes no ambiente,
claramente diferentes dos corpos de inclusdo, e sdo compostas por adenosina, glicose, acido
fosforico e diacido glucdnico, de peso molecular de 0.7 kDa e possuem amplo espectro toxico
(MCCONNELL & RICHARDS, 1959; FARKAS et al., 1969).

A sua alta toxicidade inespecifica torna-se um problema devido a acdo sobre quase
todas as formas de vida, incluindo vérias espécies de insetos e também a de mamiferos. Essas
toxinas inibem a atividade da RNA polimerase dependente de DNA, agindo de forma
competitiva com ATP por sitios de ligacdo, provocando assim o blogueio da sintese proteica e
afetando os diferentes estagios de desenvolvimento dos insetos. A agdo das [-exotoxinas
interfere consequentemente na reproducdo, alimentacdo e crescimento, com efeitos
disruptivos na formacdo de cuticulas. Essas caracteristicas despertaram precaucdo no uso
comercial de formulages a base de Bt (SCHARMA et al., 1976; VARGAS MESINA, 1993).

A Organizacdo Mundial de Saude determina a proibicdo de isolados de Bt que
produzem esse metabdlito para formulacdo de bioinseticidas, tornando-se importante detecta-
los (WHO, 1999). Para isso existem diversos métodos, como HPLC (Cromatografia liquida de
alta resolucdo), bioensaios com sobrenadantes autoclavados e analises moleculares
(LEVINSON et al., 1990; HERNANDEZ et al., 2001; MAC INNES & BOUWER, 2009;
SAUKA et al., 2014).

A capacidade de produgdo elevada de -exotoxinas esté distribuida entre os sorotipos
de Bt e diretamente correlacionada a presenca de plasmideos com genes cry, por exemplo, foi
observada que a presenca dos genes crylB e vip2 esta fortemente associada a essa biossintese
(ESPINASSE et al., 2002).

Sdo conhecidos dois tipos de B-exotoxinas (I e Il) que diferem nos valores de pH,

coeficiente de absorcdo, hidrofobicidade e toxicidade, e é interessante ressaltar que foi
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determinado que o tipo Il apresenta maior toxicidade que o tipo | para vérias espécies de
lepidopteros (LEVINSON et al., 1990).

Em seu trabalho Liu et al. (2010) propuseram uma elucidacao da via de biossintese da
[-exotoxina do tipo I, relatando que esse fator inseticida é codificado em plasmideo com
fragmentos relacionados a elementos mdveis e estdo acoplados a evolugdo do Bacillus
thuringiensis, sustentando a opinido de que esses plasmideos foram adquiridos por
transferéncia horizontal. O estudo desses autores permitiu que o gene ThuE fosse identificado
e provado ser o responsavel pela codificagdo de uma enzima que promove a fosforilacdo da -
exotoxina tipo | em sua Ultima etapa de biossintese. Porém, este mesmo método ndo pode ser
usado para identificar [3-exotoxina do tipo Il, pelo fato de que os isolados que as produzem
ndo possuem esse mesmo gene, assim utilizando outros para sua biossintese.

A descoberta desses genes envolvidos na biossintese de B-exotoxina € um passo
crucial para gerar estratégias que possam impedir a producdo desses metabolitos (SAUKA et
al., 2014).

2.5 Perfil Plasmidial

Os genes cry, responsaveis pela expressdo das proteinas toxicas de Bt, estdo presentes
principalmente nos plasmideos bacterianos (embora também estejam presentes no
cromossomo) que sao DNA’s extra cromossomais e podem apresentar de 10 a 20% do DNA
total do Bt variando de um isolado para outro quanto a quantidade (entre 1 a 17) e tamanho
(entre 1 a 150 MDa), dessa forma esses elementos abrigam componentes genéticos
extremamente importantes para conferir caracteristicas fenotipicas especiais ao hospedeiro
(GONZALEZ & CARLTON, 1980; GONZALEZ et al., 1981; LIU et al., 2010).

Um padrdo plasmidial esta associado a cada isolado fornecendo ferramentas valiosas
para reinvidicacbes de propriedade intelectual. Para a classificagdo dividem-se,
principalmente, em dois grupos diferentes de plasmideos: os pequenos plasmideos que
possuem tamanho < 30 MDa e os megaplasmideos > 30 MDa. Os pequenos plasmideos
geralmente se apresentam nos isolados em numero elevado, mas ainda ndo se conhece a

funcdo especifica dos mesmos, diferente dos megaplasmideos que se apresentam em baixo
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namero de copias, mas que possuem maior importancia, pois sao 0s principais responsaveis
por abrigar os genes cry (REYES-RAMIRES & IBARRA, 2008; FAGUNDES et al., 2011).

A diversidade de padrdes plasmidiais se d& devido a capacidade de perda de
plasmideos por isolados de Bacillus thuringiensis e de transferéncia entre isolados de B.
thuringiensis e entre B. thuringiensis com outras espécies bacterianas como B. cereus e B.
anthracis que apesar de serem de mesmo grupo bacteriano possuem fendtipos e efeitos
patoldgicos amplamente distintos, estes processos resultam no surgimento de novas
subespécies com diferentes contetdos plasmidiais (REDDY et al., 1987).

A perda de plasmideos pode levar a perda de produgido de o-endotoxinas, e os fatores
que podem contribuir para isso sdo altas temperaturas e os nutrientes de cultivo (GONZALEZ
& CARLTON, 1984). Em seus estudos, Reyaz et al. (2013) observaram que a variacdo de
perfis plasmidiais em isolados de Bt também pode estar associada as diferentes condi¢bes
ambientais, por exemplo, regiGes com temperaturas entre 13° a 30°C sdo mais propicias de se
encontrar isolados com megaplasmideos contendo genes cry.

A analise dos pequenos plasmideos pode ser feita através de procedimentos de
extracdo, e ja pode-se observar métodos bem sucedidos. Porém, devido aos megaplasmideos
terem baixo nimero de cépias e serem faceis de degradar, ainda existem dificuldades para o
seu isolamento comparado aos pequenos plasmideos. Desta forma, estes plasmideos foram
ignorados em comparacdes de perfis plasmidiais em diversos estudos (REYES-RAMIREZ &
IBARRA, 2008).

Os protocolos tradicionais de extracdo baseiam-se em reagentes que promovem a lise
alcalina e a separacdo por gradiente de densidade utilizando cloreto de césio e brometo de
etideo (CURRIER & NESTER, 1976), entretanto, podem ser trabalhosos, por isso novos
protocolos surgem, incluindo os que utilizam kits comerciais de forma a trazerem vantagens
para as analises (HERINGA et al., 2007) que sdo permitidas pela visualizagdo por eletroforese
em gel de agarose, através da observacdo das bandas pela migracdo diferencial dessas
moléculas (REYES-RAMIREZ & IBARRA, 2008; FAGUNDES et al., 2011).
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2.6 Caracterizacdo Molecular

A caracterizacdo genética de isolados de Bacillus thuringiensis tem sido realizada por
diversos pesquisadores no mundo todo, como exemplo, os trabalhos publicados de Alejandra
Bravo e colaboradores no México (BRAVO et al., 1998), Hongxia Liang e colaboradores na
China (LIANG et al., 2011), Ali Seifinejad e colaboradores no Iran (SEIFINEJAD et al.,
2008), Talaat El-kersh e colaboradores na Arabia Saudita (EL-KERSH et al., 2016), Anon e
Tipvadee na Tailandia (THAMMASITTIRON & ATTATHOM, 2008) e de Valicente e
colaboradores no Brasil (VALICENTE et al., 2010). Estes estudos contribuem para troca de
informagdes quanto a frequéncias génicas, podendo refletir na prevaléncia e na distribui¢do de
genes cry entre diferentes colecGes e ecossistemas.

A caracterizacdo molecular é possivel devido aos avangos nas técnicas de Biologia
Molecular que utilizam métodos baseados principalmente no DNA, de forma a diferenciar
cepas Bt e determinar a presenga/auséncia de determinados genes cry (POLANCZYK, 2004).
A caracterizacdo desses genes é importante também para diferenciar a especificidade das
toxinas contra determinadas ordens de insetos (SCHUNEMANN, KNAAK & FIUZZA,
2014).

Para esse rastreio, sdo muito utilizadas as reacdes de PCR (Reagdo em Cadeira da
Polimerase) descrita por Kary Banks Mullis em 1983, para amplificacdo e clonagem dos
genes a serem identificados no DNA das cepas, podendo-se utilizar primers cry-especificos
(JUAREZ-PEREZ et al., 1997; BEN-DOV et al., 1997; BRAVO et al., 1998; VALICENTE et
al., 2010; MARTINS et al., 2004; ZORZETTI et al., 2016) ou primers universais para
descoberta de novos genes. Apesar da grande diversidade de genes descritos até 0 momento,
0 namero de proteinas ativas para o controle de uma espécie-alvo ainda é limitado, motivando
a busca por novas toxinas (HERRERO et al., 2002).

A Embrapa Milho e Sorgo possui um banco de microrganismos contendo atualmente
mais de 4.000 cepas de Bacillus thuringiensis catalogadas, que foram isoladas de diferentes
regibes geograficas do Brasil (VALICENTE & BARRETO, 2003). Desta forma, muitos
estudos sdo realizados para verificacdo do potencial toxico e a caracteriza¢do dos isolados

provenientes dessa colecao utilizando diferentes ferramentas moleculares, como no estudo de
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Silva (2009) ao avaliar 49 cepas quanto ao perfil plasmidial e a diversidade genética entre elas
utilizando sequéncias repetitivas ERIC e REP.

Costa (2011), tambem caracterizou molecularmente 500 cepas de Bt provenientes deste
banco, através de PCR para confirmacdo de genes cytl e cyt2 e bioensaios com a espécie
Spodoptera frugiperda para avaliacdo da toxicidade de proteinas Cry e Cyt purificadas.
Pinheiro (2013) caracterizou 32 cepas de Bt ja consideradas eficientes a Spodoptera
frugiperda quanto a capacidade de sintetizarem B-exotoxinas, outra analise importante para
deteccdo de metabdlitos indesejaveis para producéo de biopesticidas.

Valicente & Lana (2008) utilizaram diversas ferramentas moleculares para caracterizar
duas cepas de Bacillus thuringiensis eficientes no controle de Spodoptera frugiperda.
Realizaram bioensaios seletivos e avaliagdo do CLso(Concentragdo Letal para matar 50% da
populacdo), PCR para deteccdo de genes cryl, amplificacbes por ERIC-PCR, analises de
perfis plasmidiais e das proteinas produzidas por SDS-PAGE. Todos esses conjuntos de
estratégias permitem avaliar e diferenciar cepas, além de serem ferramentas importantes para

questdes de propriedade intelectual.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados de Bacillus thuringiensis

Para realizacdo desse trabalho foram utilizadas 50 cepas de Bacillus thuringiensis
pertencentes ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo. As cepas foram
isoladas anteriormente através de amostras de solo e de lagartas mortas de diversas regides do
Brasil (VALICENTE & BARRETO, 2003) (Tabela 1). Os isolados foram escolhidos de
forma aleatdria e, posteriormente, verificados quanto a presenca do complexo esporo-cristal

por microscopia de contraste de fase (MCF) em objetiva de 100x.

Tabela 1- Isolados de Bacillus thuringiensis selecionados do Banco de Microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo.

[ N2
Amostra cepa Origem Amostra
3 355 Pindobacgu, BA
4 356 C Juazeiro, BA
24 359 Misséo Velha, BA
Santa Maria da Boa Vista,
28 oR
46 423 Magaroca, BA
47 356 Juazeiro, BA
48 344 Foz do Iguacu, PR
79 356 B Juazeiro, BA
80 364 E Jaguari, BA
137 328 Carrapichel, BA
205 461A -
230 348 L Foz do Iguagu, PR
485 733D Maracai, SP
490 735 A Agua Clara, MS
510 748 A Maracai, SP
529 702A Campo Grande, MS

(Continua)



531 726 Pereira Barreto, SP

534 721G Pereira Barreto, SP
540 680B Forcal, SP

547 773 Anhandui, MS
563 775B Gurolandia, SP
565 775D Gurolandia, SP
566 7715 E Gurolandia, SP
567 775 F Gurolandia, SP
569 775 H Gurolandia, SP
573 7715M Gurolandia, SP
574 776 A Campo Grande, MS
577 780 B Nova Alvorada, MS
865 842C Nova Alvorada, MS
2391 1243 H Sta Helena, GO
2398 1257 M Rio Verde, GO
2411 1275 Jatai, GO
2511 1277 A Jatai, GO
2530 1288A Rio Verde, GO
2545 1290B Rio Verde, GO
2546 1290C Rio Verde, GO
2548 1290E Rio Verde, GO
2553 1290L Rio Verde, GO
2558 1293C Rio Verde, GO
2560 1293E Rio Verde, GO
2562 1294C Rio Verde, GO
2582 1297F Sta Helena, GO
2626 1297 A Sta Helena, GO
2651 1301J Jatai, GO
2655 1302D Rio Verde, GO
2668 1303E Sta Helena, GO

2683 1307B  Prudente de Morais, MG

(Continua)
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1279
2693 Jatai, GO
Al
2726 1303 D Sta Helena, GO
3820 1608A Sete Lagoas, MG

(Conclusao)
Fonte: Laboratorio de controle Biologico (Embrapa Milho e Sorgo) - Dados ndo publicados

3.2 Bioensaios

3.2.1 Criacdo e manutencdo da populacéo de insetos (Falsa-medideira)

Lagartas coletadas em campo foram transportadas ao Laboratorio de Controle Bioldgico
(LCB) da Embrapa Milho e Sorgo, onde foi realizada a multiplicagdo do material, livre de
pressdo seletiva a Bt ou inseticidas. Lagartas neonatas foram mantidas em dieta artificial de
Greene et al. (1976) com modificacbes (Tabela 2), em copos plasticos com capacidade de 50
mL e vedados com tampas de acrilico até a formacdo de pupas. As pupas foram mantidas em
potes plasticos forrados com papel toalha até emergirem os adultos, estes em seguida foram
transferidos para gaiolas cilindricas feitas com PVC revestidas internamente com guardanapos
de papel macio, fechados na parte superior com tecido tipo “voil”. A solugdo para
alimentacdo dos adultos foi constituida de agUcar, acido ascorbico, glicose de milho e agua.

As gaiolas foram mantidas em sala climatizada com temperatura de aproximadamente
25°C. A cada trés dias as posturas foram coletadas e transferidas para sacos plasticos que
foram incubados em BOD com 25°C e fotofase de 12 horas até a eclosdo. Uma parte das
lagartas recém-eclodidas foi usada para os bioensaios e o restante foi utilizado para

manutencdo da criagéo.
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Tabela 2- Dieta artificial usada para alimentacdo na criacdo e bioensaios de lagartas falsa-

medideira.
INGREDIENTES QUANTIDADE
Feijao (branco) 206,0 g
Agar Puro 35,0 g
Germe de Trigo 164,09
Levedura de Cerveja 25,79
Farelo de Soja 103,0g
Acido Ascorbico 98¢
Acido Sérbico 500
NIPAGIN (Metil-parahidroxibenzoato) 1109
Formol (Formaldeido 36,0%) 10 mL
Solucdo Vitaminica 16 mL
Sol. Inibidora (Ac. Propibnico 41,8%:; Ac. 5mL
Fosforico 4,2%; Agua 54,0%)
Agua* 2.800,0 mL

* Total de agua suficiente para cozinhar o feijdo, ferver o agar e triturar os demais ingredientes da
dieta.
Fonte: Laboratorio de controle Biol6gico (Embrapa Milho e Sorgo) - Dados ndo publicados

3.2.2 Preparo das suspensdes de Bt

As suspensdes celulares para ensaios de toxicidade e contagem de esporos foram
preparadas da seguinte forma: Estriaram-se 10 ul de cada isolado em placas de Petri contendo
meio LB em formato xadrez e encubacdo em estufa por 72 horas a 29°C. Apoés este periodo,
as células foram raspadas e transferidas para tubos falcon de 15 mL, contendo 10 mL de 4gua
deionizada autoclavada sendo submetidas a agitacdo em vortex.

Em seguida, foi realizado a contagem de esporos presentes nas suspensdes utilizando a
Céamara de Neubauer por meio de um microscopio optico de objetiva de 100x, de forma a
estimar a concentracdo de esporos dos isolados no volume concentrado que foi usado para a
analise de toxicidade (ALVES & MORAIS, 1998).
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3.2.3 Ensaios de toxicidade com Chrysodeixis includens

Foram utilizadas lagartas de falsa-medideira neonatas para avaliacdo da eficiéncia dos
isolados de Bt para seu controle.

Para os bioensaios, o0s insetos foram criados com dieta artificial modificada de Grene et
al. (1976) e mantidos individualmente em placas de 128 células, cada um contendo 1 mL de
dieta artificial e aplicado superficialmente 50 pul de suspenséo Bt, contendo esporos e cristais
(Figura 4). Trés repeticbes com 32 larvas/repeticdo foram utilizadas e a mortalidade avaliada
apos trés dias de alimentacdo continua. Como controle dos ensaios, utilizou-se agua
deionizada autoclavada e as placas foram acondicionadas a 26 = 2 °C. Foram consideradas

como toxicos os isolados que atingiram acima de 70% de mortalidade.
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Figura 4- Ensaios de toxicidade em placas de 128 células contendo dieta artificial para lagarta
falsa-medideira e banhadas superficialmente com cepas de Bacillus thuringiensis.

Fonte: Carvalho, 2017.
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3.3 Caracterizacdo Molecular

3.4 Extracédo de DNA genémico

A extracdo e purificagdo do DNA gendmico foram realizadas com base no método
proposto por Shuhaimi et al. (2001) contendo algumas modificacdes, e 0s mesmos foram
utilizados para todas as reacdes de PCR deste trabalho.

As cepas foram plagqueadas em meio LB sélido e mantidas a temperatura de 30° C por
aproximadamente 16 horas. Com o auxilio de uma al¢a de platina, toda a massa celular foi
raspada e transferida para um microtubo sendo ressuspendida em 1000 pl de solugédo tampéo
(50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCl e 10 mM EDTA, pH 8) e lisozima na concentracdo de 20
mg/mL. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37° C por 30 minutos e adicionadas
25 pl de SDS 10% e 5 pl de proteinase K (20 mg/ mL), seguido de incubacgdo a 60° C por
1hora.

Apbs esse periodo, 500 pl de cloroférmio/octanol (24:1) foram adicionados, seguido por
centrifugacdo por 2 minutos a 12000 rpm, repetido por duas vezes. Foi realizada a
transferéncia de 300 pul da fase aquosa (superior) para um novo tubo, acrescentou-se 0 mesmo
volume de acetato de potéssio 3M e o dobro do volume de isopropanol, verteu-se suavemente
e centrifugou-se a 12000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado,
e o pellet lavado com 300 pl de etanol 70% e novamente centrifugado a 12000 rpm por 5
minutos. Novamente, houve descarte do sobrenadante e secagem do pellet de forma com que
ndo ficasse residuo de etanol e, posteriormente, foi ressuspendido em 150 pl de TE (Tris-HCI
10mM e EDTA 1mM, pH 8,0).

As amostras de DNA genémico de cada cepa foram visualizadas em gel de agarose 1%

e quantificadas através do equipamento Nanodrop (ND-1000 V3.1.2 - Spectrophotometer).
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3.4.1 Identificacido de B-exotoxinas nos isolados

No estudo de identificagdo da produgao de B-exotoxinas foram utilizadas as cepas
consideradas eficientes para lagarta falsa-medideira com mortalidade superior a 70%.

Para o cultivo, inicialmente foi realizado um pré-inéculo com 10 pl das cepas de Bt
em meio LB + sais conforme Valicente & Mour&o (2008) e cultivados a 28°C a 200 rpm por
16 horas. Em seguida, foi realizada a contagem de células com microscopio de contraste de
fases e uso da cdmara de Neubauer. Uma aliquota do preé-indculo foi acrescentada em 50 mL
de meio LB + sais de forma que a concentracdo inicial fosse de 1x10° células/mL e cultivada
por 144 horas nas mesmas condicdes citadas anteriormente. Apos esse periodo, as culturas
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi aquecido a 121°C
durante 20 minutos. Em seguida, realizou-se a filtracdo utilizando filtros marca TTP de poros
contendo 22 pm, e armazenamento a -20°C até o uso.

Nos bioensaios foram aplicados 165 pl do sobrenadante das culturas bacterianas em
fragmentos de dieta artificial com aproximadamente 1cm® colocados em copos plésticos.
Foram realizadas trés repeticdes e para cada uma utilizaram-se 24 lagartas de Spodoptera
frugiperda (espécie padrdo para esses ensaios) com até dois dias de idade e acondicionadas
individualmente em sala aclimatizada a 26°C. Estes processos foram realizados igualmente
para a testemunha substituindo apenas o sobrenadante por agua autoclavada e para o controle
positivo foi utilizado a cepa HD125 que ¢ capaz de produzir 3-exotoxina.

A avaliacdo da mortalidade e a pesagem das lagartas foram realizadas com 8 dias ap6s
a montagem, e foram considerados como téxicos quando a mortalidade foi de 50% ou quando
houve inibicdo de crescimento.

Apbs os bioensaios para avaliar a produg@o de B-exotoxinas, foi realizado a detecgdo
por PCR utilizando os primers BEF/BER e BEF1/BERL para detectar a presenca de gene
thuE que esta fortemente associado a sintese de f-exotoxina tipo | descrito por Sauka et al.
(2014) (Tabela 3).
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Tabela 3- Caracteristicas dos primers pra identificacdo de gene thuE (SAUKA et al, 2014).

Primers (5°- 3”) Tamanho do fragmento
(pb)
BEF (forward): GCGGCAGCCGTTTATTCAAA
BER (reverse):CCCCTTCCCATGGAGAAACA 406
BEF1(forward): AGTAAAAGGCCCATTGGAA 385

BERL1 (reverse): TTCCATGAATTTGCCGATTT
Fonte: SAUKA et al. (2014).

As reacOes foram constituidas de solugdo tampdo 1X, 2 mM de MgClz, 5 mM de
DNTPs, 0,5 mM de cada primer, 2 U de enzima Taq polimerse (KAPA Biosystems), com
volume final de 25 pl para cada. As amplificagGes foram realizadas em termociclador Veriti®
96-Well Thermal Cycler com as condi¢bes de programacdo de acordo com os autores. Ao
final das reacOes, foi realizada a eletroforese com 10 pl do produto e analise em gel de
agarose a 1,2 % e o padrdo de bandas foi comparado através do marcador de peso molecular
1kb plus (Invitrogen).

3.4.2 Primers cry-especificos

Nas rea¢des de amplificagdo foram utilizados primers especificos para amplificar genes
de classes cryl, cry2 e cry9, que estdo relacionadas a toxicidade para insetos Lepiddpteros. Os
isolados selecionados para isso foram todos os que atingiram valores de mortalidade acima de
70% para falsa-medideira, além de quatro isolados com mortalidade entre 27-33% e dois
isolados de mortalidade entre 4-6%.

Cada reacéo constituiu de solugdo tampéo 1X, 2mM de MgClz, 5mM de DNTPs, 0,5
mM de cada primer (foward e reverse), 2 U de enzima Tag polimerse (KAPA Biosystems), 10
ng de DNA, num volume final de 10 pl. As sequéncias dos primers utilizados sdo indicadas
segundo a tabela abaixo (Tabela 4):



Tabela 4- Sequéncias e caracteristicas dos primers-cry utilizados.
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Sequéncia 5°-3’ Genes Ta (°C) [Fragmento| Referencial
Primer | (pb)
CGCCACAGGACCTCTTAT crylAb 55 232 |Valicente et
TGCACAACCACCTGACCCA al.,(2010)
AATTTGCCATCCGTCGTA crylAb 55 418 |Valicente et
TTGTGGTAGAAGCGTAGCGA al.,(2010)
GTTAGATTAAATAGTAGTGG crylAc 53 180 Ceron et
TGTAGCTGGTACTGTATTG al.,(1994)
CTTCATCACGATTGGAGTAA crylB 55 367 Ceron et
CATAATTTGGTCGTTCTGTT al.,(1994)
AAAGATCTGGAACACCTTT crylC 58 130 Ceron et
CAAACTCTAAATCCTTTCAC al.,(1994)
CTGCAGCAAGCTATCCAA crylD 55 290 Ceron et
ATTTGAATTGTCAAGGCCTG al.,(1994)
GGAACCAAGACGAACTATTGC crylEa/crylEb| 56 147 Ceron et
GGTTGAATGAACCCTACTCCC al.,(1995)
TAATAGGGCGGAATTTGGAG crylFal/crylFb| 55 283  |Valicente et
AAGCCCCAGTACATAATGAG al.,(2010)
crylFbl
TGCGAATGAATTATGGGTC 55 377 |Valicente et
CACAAAGTGTAACCAATTTTAC al.,(2010)
crylG

ATATGGAGTGAATAGGGCG 55 235 Ceron et
TGAACGGCGATTACATGC al.,(1995)
GGGGCGACTAATCTCAATCA cry2Aa 53 318 | Fagundes*
AGGTGTTCCCGAAGGACTTT

TGTTAAATGGATTTAGTGGTGCT cry2Ab 53 201 | Fagundes*
CAAATGGCGTTAACAATGG

ACAGCAGTCGCTAGCCTTGT cry2Ac 55 475 | Fagundes*
CAAATTGTGGATTGCCGTTA

(Continua)
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ACGATATCGCCACCTTTGTC cry2Ad 53 282 Fagundes*
AGGTGTTCCTGAAGGGCTTT

TTATCGGGTGAATCTCTAGAACG cry9 53 343 Fagundes*
TGTTAAAGTCCCCGTTTTGC

CATAATAGGCGATGCAGCAA cry9Aa 53 395
CTAACGAGCCACCATTCGTT Fagundes*
GTTGATACCCGAGGCACA cry9A 60 571 Valicente*
CCGCTTCCAATAACATCTTTT

TCATTGGTATAAGAGTTGGTGATAGAC cry9B 60 402 | Valicente*
CCGCTTCCAATAACATCTTTT

AATAGACCAAATGGCGCAAG cry9D 60 382 Fagundes*
AATCCATTGCCGTCAAAGTC

(Concluséo)
*Primers do Laboratério de Controle Biologico (LCB) da Embrapa Milho e Sorgo, dados nédo
publicados.
Fonte: Carvalho, 2017.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler,
com as seguintes condi¢Ges: Desnaturacdo a 95°C por um minuto, anelamento com
temperatura dos primers de acordo com a tabela acima por um minuto, extensdo a 72°C por
um minuto, e ap6s 35 ciclos as amostras foram submetidas a uma etapa final de extensdo a
72°C por 10 minutos.

As mesmas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, e foi utilizado o
marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen) no gel para realizar a comparagdo de
bandas. Apds a corrida os geis foram fotodocumentados no LPix Loccus Biotecnologia

Molecular Imaging.
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3.4.3 Sequenciamento

Apbs as reacBes de PCR utilizando os primers especificos para amplificar genes da
familia cry2 e cry9, pertencentes do LCB da Embrapa Milho e Sorgo, o produto das
amplificacbes foram sequenciados para confirmagdo dos genes. Os produtos foram
purificados adicionando enzima EXO/SAP (ExoProStar) e incubados a 37°C por 30 minutos,
em seguida foi realizado a inativacao por aquecimento a 80°C por 15 minutos.

Apds a etapa de purificacdo, foram realizadas as reacfes de sequenciamento utilizando-
se dNTP’s BigDye® num volume total de reagdo de 10 pl ¢ submetidas as seguintes
condig@es no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler: 96° por um minuto, seguido por
30 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos, e
extensdo a 60°C por quatro minutos.

O produto obtido a partir da reacdo de sequenciamento foi submetido a etapa de
precipitacdo. Este procedimento baseou-se na purificacdo por meio da adigdo de
etanol/EDTA. Ao final de tal procedimento, foram adicionados formamida (HiDi) nas
amostras e encaminhadas ao termociclador para desnhaturacdo a 95°C por dois minutos. Apds
esta etapa, as amostras foram encaminhadas para o sequenciador automéatico 3500XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystem). As sequéncias foram tratadas utilizando o programa
CodonCode Aligner (versdo trial) e analisadas pelo programa BLAST disponivel no endereco

eletrdnico do NCBI < http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>.

3.4.4 Extracdo e analise de perfil plasmidial

As cepas de mortalidade acima de 70% para a lagarta falsa-medideira foram submetidas

a dois métodos de extragdo plasmidial.

1) Meétodo I:

O primeiro método de extracdo foi de acordo com Fagundes et al. (2011) com algumas
modificagdes. Foram inoculados 10 pl das cepas em 50 mL de meio de cultura SB (Spizizen
broth) contendo: 0,2% NH4SO4; 1,4% K>HPO4; 0,6% KH2PO4; 0,1% Citrato de Sodio; 0,02%
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MgS04.7H20, suplementado com 0,5% glicose, 0,1% Acido Casamino e 0,01% extrato de
levedura.

As amostras foram colocadas sob agitacdo de 250 rpm em temperatura de 28 °C
durante aproximadamente 16 horas. Apds o crescimento, foi avaliada a densidade dptica (OD)
de cada amostra a 600 nm. Posteriormente, foram centrifugadas a 4°C por 20 minutos a
10.000 rpm, e o sobrenadante descartado. O pellet formado foi ressuspendido em 20 mL de
tampdo TES (30mM Tris base; 5mM EDTA; 50 mM NaCl; pH 8,0) seguindo de
centrifugacdo nas mesmas condi¢es citadas anteriormente.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL
de tampdo de lise (tampdo TES, 20% sacarose, 2 mg/mL lisozima e 1 pl/mL de RNAse na
concentracdo de 10 mg/mL) e, incubado em banho-maria a 37 °C por 90 minutos. ApGs 0
banho-maria, foi adicionado em cada amostra 3 mL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio) e
as amostras incubadas a 65°C por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de acetato de
sodio 3M (pH 4,8) e estas foram incubadas a -20°C por 30 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 4°C, por 25 minutos a 10.000 rpm.

Foram adicionados a esta suspensdo 12 mL de etanol absoluto sendo incubado
overnight a -20°C, seguido de centrifugacdo por 20 minutos nas mesmas condicdes. Os pellets
formados foram ressuspendidos em 200 pl de TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH
8,0) e armazenados a -20 °C.

Para determinacdo dos perfis plasmidiais, foi analisada a integridade e a concentracao
dos plasmideos de cada isolado, através da aplicacdo de 10 ul em gel de agarose 0,5% em
cuba horizontal. Foi utilizado o tampdo TAE (0,001M EDTA pH 8,0; 0,04M TRIS pH 8,0;
0,02M é&cido acétido) para a confeccdo do gel e para a corrida, que durou aproximadamente 4
horas a 80V. Apos a eletroforese, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e as imagens

captadas pelo fotodocumentador LPix Loccus Biotecnologia Molecular Imaging.

2) Meétodo II:
O segundo método de extracdo de plasmideos foi através do kit comercial “QIAGEN®
Plasmid Purification Handbook”. A extracdo dos plasmideos foi realizada com as

recomendacdes de acordo com o fabricante contendo algumas modificacdes.
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Inicialmente foi preparado um pré-inculo com a coleta de uma pequena porgdo das
cepas crescidas em meio LB + sais sdlido a 29°C por 16 horas, e posteriormente transferidas
para 5 mL de meio LB + sais, 0 qual foi submetido a agitacdo por 250 rpm a 37°C durante 8
horas. Uma aliquota de 1 mL do pré-indculo foi acrescentada a 500 mL de meio LB + sais e
cultivados a 37°C sob agitacdo de 250 rpm durante 16 horas.

Posteriormente coletaram-se as células bacterianas por centrifugagdo a 8500 rpm por 15
minutos a 4°C e, o pellet bacteriano foi ressuspendido com 10 mL de Tampéo I. Em seguida,
foram adicionados 10 mL de tampdo Il, verteu-se de 4-6 vezes e incubados a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Apds esse tempo, 10 mL do tamp&o Ill foram adicionados e,
verteu-se imediatamente durante 4-6 vezes, e posteriormente as amostras foram incubadas no
gelo por 20 minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 40 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e centrifugou-se novamente a 5000 rpm por 20 minutos, 0
sobrenadante foi transferido para as colunas filtrantes com resinas e a coleta do material
passada por fluxo de gravidade.

O material foi eluido em 15 mL de tampao QF e precipitado adicionando 10,5 mL de
isopropanol seguindo de centrifugacdo a 10.000 rpm por 40 minutos. Retirou-se o
sobrenadante e adicionaram-se 5 mL de etanol 70% seguido de centrifugacdo a 10.000 rpm
por 20 minutos. O pellet foi secado por 15 minutos e 0 DNA ressuspendido em 200ul de
tampédo TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0).

Para determinacdo dos perfis plasmidiais foi analisada a integridade e a concentracao
dos plasmideos de cada isolado, aplicados de 10 pl em gel de agarose 0,8% em cuba
horizontal. Foi utilizado o tampédo TAE (0,001M EDTA pH 8,0; 0,04M TRIS pH 8,0; 0,02M
acido acétido) para a confeccdo do gel e para a corrida, que durou aproximadamente 3 horas a
80V. Apds a eletroforese, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e as imagens captadas pelo

fotodocumentador LPix Loccus Biotecnologia Molecular Imaging.
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3.4.5 Extracdo, ativacao e analise de proteinas

Para analise de proteinas produzidas pelas cepas de Bt foi utilizado o método segundo
Valicente & Lana (2008), com algumas modificaces. As cepas selecionadas para esse estudo
foram as que obtiveram mortalidade acima de 70% para lagartas de falsa-medideira.

As cepas foram crescidas em 50 ml de meio LB por 4 dias, sob agitacdo de 245 rpm a
30°C. A suspensao celular foi centrifugada por 13 minutos a 10.000 rpm e o precipitado
ressuspendido em solucdo de Triton (0,01%), utilizando 10 ml por lavagem, repetindo esse
processo por trés vezes. Na Gltima lavagem foram adicionados 5 mL de solu¢do contendo
Triton (0,01%), 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e NaCl 10 mM. A mistura foi centrifugada a 10.000
rpm por 7 minutos e, o pellet, ressuspendido em 5 mL de tampédo de bicarbonato de sédio 50
mM, pH 10,5 contendo 10mM de B-mercaptoetanol e incubacdo por 3 horas a 37°C sob
agitacdo constante de 180 rpm. Posteriormente, foram centrifugadas a 10.000 rpm por 13
minutos. Uma amostra de 100 pl do sobrenadante foi retirada e armazenada a -20°C.

Em seguida, a proteina soltvel foi quantificada através de Spectofotdmetro UV-mini-
1240 (SHIMADZU) pelo método de Bradford e foi realizada a analise comparativa pela curva
padrdo (BRADFORD, 1976). Uma parte do sobrenadante (proteinas) foi tratada com enzima
tripsina (200 pg/mL) e incubada a 37°C por 2 horas em banho-maria. A reagéo foi inativada
com PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonil) 1mM diluido em isopropanol.

A eletroforese em gel de corrida de SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) foi realizada
para observar a integridade e a massa molecular tanto das proteinas totais solubilizadas (sem
tratamento com proteases) quanto da toxina (proteinas ativadas com proteases). A coloracao
foi através de Coomassie Brilliant blue G250, e a massa das proteinas foi determinada por

comparagdo com o marcador SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen).
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3.5 Bioensaios com lagartas do género Spodoptera

A fim de observar a eficiéncia dos isolados de Bt que tiveram mortalidade acima de
70% para lagarta falsa-medideira em outras espécies de lagartas, foram realizados ensaios de
toxicidade utilizando lagartas neonatas das espécies Spodoptera eridania, Spodoptera
cosmioides e Spodoptera frugiperda. Os bioensaios foram conduzidos seguindo 0s mesmos

procedimentos utilizados anteriormente para as lagartas de falsa-medideira.

3.6 Andlises estatisticas dos dados

Os delineamentos experimentais foram inteiramente casualizados (DIC) e os resultados
de mortalidade e peso das lagartas foram analisados utilizando o software estatistico Assistat
7.7 (SILVA & AZEVEDO, 2016). Visto que os dados podem ndo demonstrar distribuices
conforme o modelo normal, foi necessario realizar a transformacdo dos mesmos utilizando o
método de Box-Cox (BOX; COX, 1964) de forma a contornar eventuais pressupostos de
normalidade na andlise de varidncia (ANOVA). As médias dos tratamentos de detec¢do de B-
exotoxinas foram classificadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, e 0s
resultados dos ensaios de toxicidade com Chrysodeixis includens e com lagartas do género
Spodoptera, tiveram as médias dos tratamentos classificadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolados de Bacillus thuringiensis

Através das observacdes por microscopia de contraste de fase, ndo foi detectada a
presenca de contaminag0es por outros microrganismos em todas as 50 cepas selecionadas,
garantindo desta forma que apenas cepas de Bt estavam presentes nos experimentos. Além
disso, foi possivel verificar os tipos morfolégicos dos corpos de inclusdes paraesporais (CIP)

como bipiramidais, esféricos, retangulares e irregulares produzidos pelas mesmas (Figura 5).

Figura 5- Microscopia de contraste de fase (objetiva 100x) da suspensdo de Bacillus
thuringiensis (cepa 566) contendo esporos e cristais proteicos.
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CB= Cristais bipiramidais; EP= Esporos.Fonte: Carvalho, 2017.
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4.2 Ensaios de toxicidade com Chrysodeixis includens

Os bioensaios seletivos realizados no presente trabalho utilizaram cepas de Bacillus
thuringiensis nas concentracdes de 10% mL e, evidenciaram isolados potencialmente toxicos
contra lagarta falsa-medideira. Foram observados os sintomas nas lagartas como perda de
mobilidade, perda do brilho e tonalidade cor marrom-escura nos tegumentos e flacidez,
devido a infeccdo generalizada provocada pelas toxinas do entomopatégeno (MONNERAT,
BRAVO & MELO, 2000). Os valores de mortalidade das larvas variaram entre 4% e 100%
permitindo observar diferengas significativas para as atividades toxicas entre os isolados. As
porcentagens de mortalidade obtidas por cada isolado testado sdo mostradas no gréfico a
sequir (Grafico 1).

Os isolados de nimero 531, 547, 566 e 3820 n&o diferiram entre si e demonstraram
potenciais patogénicos para lagartas de primeiro instar dessa espécie ao atingirem 0s maiores
valores de mortalidade (100%), sendo selecionados para as analises moleculares. O restante
dos isolados testados tiveram valores de mortalidade considerados baixos, menores que 33 %.

Os isolados considerados eficientes representam apenas 8% do total de cepas
analisadas, e essa frequéncia ja foi relatada em outros estudos de cepas de Bt com outras
espécies de insetos, como por exemplo, de Silva (2011) que ao selecionar cepas de Bt contra
Aedes aegypti obteve 8,8 % de isolados eficientes e da Silva et al. (2002) que obteve 9 % de
frequéncia de isolados toxicos para a espécie Spodoptera frugiperda.

Ndo sdo disponiveis na literatura muitos trabalhos verificando a frequéncia de
toxicidade de isolados Bt contra falsa-medideira, entretanto, Barreto (2012) ao testar 13
isolados, detectou que todos eles apresentaram acdo entomocida apresentando assim 100 % de
frequéncia em seu estudo e Isakova et al. (2007) ao analisar 13 cepas de Bt constatou que 3

delas apresentaram potencial toxico para essa espécie, obtendo assim frequéncia de 23%.
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Gréafico 1- Mortalidade de lagartas de falsa-medideira (Chrysodeixis includens) alimentadas de dieta artificial contendo suspenséao de cepas de
Bacillus thuringiensis pertencentes ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo.
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Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Carvalho, 2017.
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O Bt possui ampla ocorréncia em praticamente todos os ambientes terrestres,
tornando-se importante notar quais as localidades sdo propicias na identificacdo de isolados
que possuem toxicidade a alguma espécie-praga. O solo é um importante ambiente de
sobrevivéncia de esporos do Bt e, em conjunto com fatores ambientais favoraveis, sao
responsaveis pela sua distribuicdo e multiplicacdo (MARTIN & TRAVERS, 1989; GLARE &
O’CALLAGHAM, 2000).

Nesse estudo a maioria das cepas selecionadas foi coletada de solos e alguns de
lagartas mortas, provenientes das regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-oeste do Brasil. Foi
observado que das quatro cepas que foram consideradas eficientes, trés delas foram isoladas
da regido sudeste do Brasil (531, 566, 3820) e uma da regido Centro-Oeste (547).

Ja foi verificado anteriormente por Valicente & Barreto (2003) o potencial dessas e de
outras regides brasileiras como fontes de cepas eficientes, assim como Barreto (2012), que
também demonstrou que o estado de S&o Paulo teve muitos isolados eficientes coletados em
solo dessa regido, sendo dois dos isolados considerados eficientes coletados em cidades de tal

estado.

4.3 Identificacio de B-exotoxinas nos isolados

Os isolados que obtiveram mortalidade acima de 70% para lagarta falsa-medideira
(531, 547, 566 e 3820) foram submetidos a analise de produg@o de f-exotoxinas através de
bioensaios com lagartas de Spodoptera frugiperda. A escolha de lagartas de 1° instar dessa
espécie baseia-se em estudos de HORNBY & GARDNER (1987) que detectaram valores
mais baixos de CLso dessa toxina para S. frugiperda quando comparados a outras espécies de
lepidopteros, 0 que permite maior sensibilidade de deteccéo.

Né&o foi detectada nos sobrenadantes de nenhuma das cepas selecionadas a presenca de
[-exotoxinas. Apenas o controle positivo HD-125(Bt tolworthi) apresentou a esperada para S.
frugiperda mesmo apds a autoclavagem do sobrenadante. Os valores de mortalidade e peso

médio das lagartas estdo representados na tabela 5.
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Tabela 5- Valores de médias e desvios-padrdo de mortalidade e peso das lagartas de S.
frugiperda submetidas a bioensaios com sobrenadantes de B. thuringiensis.

Tratamentos Mortalidade % Peso Medio (mg)

Agua 8,33+491b 17,35+3,27b
HD-125 29,16 £9,30a 0,55+0,24¢c
3820 8,33+4,16b 30,45+ 2,52a
531 13,04+ 6,31b 27,7 + 3,04ab
547 8,33+6,36b 32,13+ 0,99
566 8,33+ 10,96b 26,39 + 6,89ab

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Carvalho, 2017.

N&o houve diferencas significativas quanto a mortalidade das lagartas de 1° instar
quando submetidas aos sobrenadantes de Bt, porém, as maiores diferencas foram observadas
através dos pesos das lagartas vivas e na observacdo de crescimento e desenvolvimento delas
apos 8 dias de exposicdo. Lagartas submetidas ao sobrenadante da cepa HD-125 apresentaram
médias de pesos 31 vezes menor do que o0 peso de lagartas submetidas a agua, que € o

tratamento controle negativo utilizado nesse estudo (Figura 6).
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Figura 6- Comparacdo dos sintomas de inibi¢do de crescimento de lagartas de S. frugiperda
expostas a B-exotoxinas de Bt apds 8 dias.

A= Controle positivo cepa HD-125; B= Agua; C= Cepa 547.
Fonte: Carvalho, 2017.

Além de mortalidade, a inibicdo do desenvolvimento larval € o sintoma mais
observado promovido pelas p-exotoxinas, pelo fato destas toxinas ndo causarem o
interrompimento alimentar em muitas espécies de insetos (ZHANG & WANG, 1999), esses
aspectos foram confirmados nesse trabalho com a cepa controle HD-125, que diferiu dos
demais tratamentos.

A exposicdo de insetos as altas concentracGes de p-exotoxinas produzidas por Bt
também esta associada a incidéncia de pupas deformadas (TOLEDO et al., 1999), a reducédo
de fecundidade e de alimentacdo de insetos adultos devido a deformidades morfoldgicas
(ROYALTY et al., 1990). Estudos bioquimicos e patoldgicos realizados para avaliar seus
efeitos em mamiferos, mostram que essa toxina provoca toxicidade pulmonar em ratos. Estes
animais apresentam histologia pulmonar anormal, inflamagdes nos bronquiolos e alvéolos,
além de necrose celular brénquica (TSAI et al., 2003), reforcando assim, os aspectos
perigosos relacionados a sua exposicao.

As B-exotoxinas sdo excretadas pelas células do Bacillus thuringiensis e ja foi
constatado a sua agéo para larvas de diversas ordens de insetos como Lepiddpteros, Dipteros,
Coleodpteros, Hymenopteros e Nematdides, porém, esta toxicidade é inespecifica podendo

afetar também aos vertebrados, o que tornou a sua presenca em produtos comercializados



48

proibida (LAM & LEBSTER, 1972; VANDENBERG & SHIMANUKI, 1986; TOLEDO et
al., 1999; TAMEZ-GUERRA et al., 2004). Dessa forma, ao se descobrir cepas toxicas para
alguma espécie-praga torna-se essencial a deteccao dessas toxinas, como forma de completar
as suas caracterizacdes e garantir o seu potencial para o uso na agricultura.

Os bioensaios sdo metodos importantes e de procedimentos simples na detecgdo
qualitativa de pB-exotoxinas, devido a demonstrar niveis de toxicidade para determinar
producao de [B-exotoxinas do tipo | e tambeém para o tipo Il, além disso, podem ser utilizados
outros métodos complementares existentes para estudos mais aprofundados, como o HPLC e
espectrofotometria (HERNANDEZ et al., 2001). Os resultados destas técnicas indicam que
esses protocolos fornecem informacgdes Uteis e necessarias para a avaliagdo da /
patogenicidade de substancias produzidas por microrganismos.

Como forma de complementar e confirmar os resultados de bioensaios, os DNA’s das
cepas foram submetidos a PCR utilizando primers-especificos para identificacdo do gene thug
que esta fortemente associado a sintese de [-exotoxina do tipo I. Os primers BEF/BER e
BEF1/BER1 aqui utilizados ndo produziram amplificacbes em nenhuma das cepas
selecionadas, confirmando que elas ndo sdo produtoras dessas toxinas. J& o controle positivo
HD-125 confirmou a amplificacdo das bandas esperadas (Figura 7).
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Figura 7- Fragmentos de DNA amplificados pelos primers BEF/BER e BEF1/BERL1 para
deteccdo de B-exotoxinas do tipo | em cepas de Bt eficientes para lagartas de falsa-
medideira.

MM 3820 531 547 566 C+ C- MM= 3820 531 547 * 566

Cepas = 3820, 531,547,566; C+ = HD-125; MM=
BEF1/BERL1.
Fonte: Carvalho, 2017.

1kb plus (Invitrogen). A= BEF/BER, B=

4.4 Deteccdo de genes cry

Nas andlises de PCR usando primers cry-especificos para as classes de genes cryl, cry2
e cry9, foram utilizados os DNA’s de 10 cepas escolhidas quanto a mortalidade para lagartas
de falsa-medideira a fim de comparar a presenca de genes cry: As cepas 3820, 547, 531, 566
com mortalidade de 100%, as cepas 2553, 46, 577 e 2548 com mortalidade de 27 a 33% e as
cepas 2558 e 573 com mortalidade entre 4 e 5 %.

O sequenciamento dos produtos produzidos pelos primers-especificos para 0s genes de
classes cry2 e cry9 pertencentes ao Laboratorio de Controle Bioldgico da Embrapa Milho e
Sorgo foram confirmados. Algumas fotodocumentacOes de eletroforeses com primers cry-
especificos podem ser conferidas a seguir (Figura 7), e os resultados de presenca/ auséncia de
amplificagdes estdo disponiveis na tabela 6.

Foi possivel obter os produtos de PCR com os fragmentos de tamanhos esperados em
quase todas as reacdes, com excecdo para 0os primers-especificos aos genes crylEa/crylEb
que ndo produziram amplificacGes, demonstrando ndo ser o responsavel pela toxicidade das

cepas contra a especie C. includens. Van Frankenhuyzen (2009) ja& havia relatado que estas
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proteinas puras ndo causaram uma mortalidade eficiente para essa espécie através de

bioensaios.

Tabela 6- Caracterizacdo do perfil genético de isolados de Bacillus thuringiensis pertencentes
ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo.

Primers

Cepas

crylAb(1)
crylAb
crylAc

crylB

crylC

crylD
crylEa/crylEb
crylFal/crylFb
crylFb

crylG

cry2Aa
cry2Ab
cry2Ac
cry2Ad

cry9

cry9Aa

cry9A

cry9B

X
X

X X X X X X X X X X

X

X

X

X X X X X

X

X X X X

X
X

X
X

X
X

X
X

3820 547 531 566 2553 46 577 2548 2558 573

X
X

(x) Determina a presenca dos genes.
Fonte: Carvalho, 2017.

Todas as cepas estudadas apresentaram genes cry em seu genoma, e 0s amplicons mais

frequentes foram os genes crylG presente em todas as cepas com 100% de frequéncia,

crylAb presente em 9 das 10 cepas correspondendo a 90% de frequéncia e o cry2Ad com

80% de frequéncia.

Os genes crylAc, crylB, crylD, crylFal/crylFb, crylFb, cry9Aa, cry9A e cry9B

foram os menos frequentes, correspondendo a apenas 10% cada. Estes resultados diferem de

outros estudos, como de Valicente et al. (2010), ao determinar que os genes crylD, crylB e

crylE tiveram maior presenca em seu estudo. Bravo et al.(1998), também obteve abundancia
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do gene crylD e De Macedo et al. (2013) encontraram menor frequéncia do gene crylG nas
cepas estudadas. A variacdo de frequéncia dos genes apresentados pode ocorrer devido a
fatores ambientais, como os diferentes locais e substratos de coleta das cepas, contribuindo
como fatores de variacdo da distribuicdo de genes cry.

Contudo, a abundante frequéncia do gene crylG aqui apresentado nas cepas também foi
ja foi observada por Thammasittirong & Attathom (2008) assim como do gene crylAb, que
também ja foi confirmada em outros estudos como de Fatoretto et al. (2007) com presenca em
69% dos 115 isolados estudados, e outros estudos que detectaram inclusive a presenca em
100% dos isolados estudados, como relatado por Alper et al. (2014) e Dos Santos et al.
(2009). Além disso, esse gene ja possui relacdo de toxicidade confirmada para C. includens
(VAN FRANKENHUYZEN, 2009).

As proteinas pertencentes as familias Cryl, Cry2 e Cry9 sdo conhecidas pela toxicidade
em insetos lepiddpteros, obteve-se nesse trabalho maior frequéncia de genes cry2 (57,5%) e
cryl (37%) nas cepas estudadas, mesmo estas apresentando alta e baixa mortalidade para
falsa-medideira. Thammasittirong & Attathom (2008) estudando 134 cepas coletadas na
Tailandia também encontraram maior frequéncia dessas familias de genes nas mesmas, de
forma com que a familia de genes cryl esteve frequente em 81,3% e cry2 em 80,6%,
utilizando PCR com primers especificos para esse conjunto de genes.

Ja em relacdo aos genes cry9 obteve-se uma baixa ocorréncia (12%) nas cepas, 0 que se
assemelha ao trabalho de Bravo et al. (1998) que também obtiveram baixa ocorréncia de
apenas 2,6% de frequéncia para esse grupo de genes em seus 496 isolados estudados. A baixa
ocorréncia de genes de classe cry9 em B. thuringiensis coletados de diversas regides ja foi
confirmada em outros estudos, como de Medeiros et al. (2005) em que nenhuma de suas cepas
estudadas tiveram amplificacdes para esses genes e Thammasittirong & Attathom (2008) que
verificaram que esses genes foram o de menor frequéncia nas 134 cepas estudadas com 37,
3% de frequéncia.

Apesar da maioria dos trabalhos apresentarem a baixa frequéncia dos genes cry9,
contraditoriamente no estudo de Pinto & Fiuza (2003) essa classe de gene apresentou a maior
frequéncia em 42,82% dos isolados do Rio Grande do Sul, superando os cryl e cry2. Segundo

estes autores as diferencas de frequéncia existentes entre os estudos podem estar associadas a
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fatores abioticos como caracteristicas fisico-quimicas do solo que foram coletadas as cepas de
Bt.

A alta toxicidade de cepas de B. thuringiensis parece derivar dos atributos combinados
de diferentes proteinas Cry que formam os corpos de inclusdo caracteristicos
(THAMMASITTIRONG & ATTATHOM, 2008). E importante observar que os isolados que
obtiveram mortalidade de 100% para falsa-medideira tiveram a presenca de muitos tipos de
genes cry (acima de seis), e em comum, apresentaram 0s genes crylAb, crylG, cry2Ab,
cry2Ac e cry2Ad, porém ndo foi possivel correlacionar a presenga/auséncia de genes cry
especificos com a mortalidade das cepas a espéecie C. includens, devido a presenca dos genes
ocorrerem de forma variavel entre as cepas selecionadas.

Apesar da maioria das cepas de Bt apresentar diversos genes cry com diferentes
combinagbes em seu conteido génico; a presenca de um gene especifico ndo pode ser apurada
diretamente para sua atividade tdxica, devido a presenca dos genes nado significar que estdo
sendo expressos pela bactéria, podendo estar inativos ou em baixas taxas para expressar
completamente a atividade toxica. Porém, a identificacdo do tipo de gene cry presente nas
cepas é uma técnica importante para correlacionar a sua acdo bioinseticida (CERON, 1994;
WANG et al., 2003).

Torna-se importante destacar a cepa 3820 com a presenca de 13 genes dos 18
analisados, além de ser a Unica a apresentar todos os genes de classes cry9 em seu genoma.
Genes cry9 sdo ferramentas promissoras para o controle de insetos lepidopteros, como
avaliado por Jansens et al. (1997) ao mostrar resultados positivos de milho transgénico
expressando a proteina Cry9C no controle eficiente da espécie Ostrinia nubilalis e por Pang et
al. (2002) ao detectar alta atividade toxica pela proteina Cry9Ca contra a espécie
Choristoneura fumiferana. Portanto, a cepa 3820 ¢é bastante promissora para estudos futuros
no controle de pragas.

Os resultados aqui obtidos fornecem dados sobre o conteldo de genes e as suas
distribuices em algumas cepas do Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo que
foram eficientes e outras que também ndo apresentaram eficiéncia de mortalidade as lagartas

de Falsa-medideira.
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Figura 7- Amplificagdes por PCR utilizando primers cry-especificos

MM 3820 547 531 566 2553 46 577 2548 2558 573 O+ C- MM

MM 3820 547 531 566 2553 46 577 2548 2558 573 C+ C- MM

MM 3820 S47 531 566 2553 46 S77 2548 2558 573 0 C+ C- MM

MM 3820 547 531 566 2553 46 577 2548 2558 573 O+ (- MM

A=crylAb (1); B=cry2Ab; C= cry2Ad; D= cry9; E= cry9Aa.
Cepas= 3820, 547,531, 566, 2553, 46, 577, 2548, 2558, 573; MM= 1 kb plus (Invitrogen)
Fonte: Carvalho, 2017.
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4.5 Perfis plasmidiais

Devido a importancia dos plasmideos nas células de um hospedeiro e ao seu crescente
uso como ferramentas moleculares, principalmente como vetores de clonagem ao
comportarem genes de interesse, sdo realizadas constantemente a otimizacgéo de técnicas para
extracdo e purificacdo de plasmideos de Bt (GITAHY et al., 2005). Sabe-se que o0s
megaplasmideos sdo as moléculas responsaveis por abrigar os genes cry de Bacillus
thuringiensis, dessa forma Berry et al. (2002) ao analisarem a sequéncia completa de um
megaplasmideo pBtoxis de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis detectaram a presenca de
genes cry e cyt além de uma sequéncia cyt com um dominio ainda ndo visto anteriormente,
afirmando que os genes abrigados por estes plasmideos podem estar envolvidos em diversas
funcBes na producéo de toxinas, como na promocao da formacdo dos cristais e no aumento de
viabilidade celular.

Os dois métodos de extracdo de plasmideos de B. thuringiensis utilizados nesse estudo
permitiram observar a separacdo de bandas dos DNAs extracromossomais através da
visualizacdo de gel de agarose. A figura 8 mostra que ambos os métodos se diferiram
consideravelmente, e apenas em comum entre eles foi a presenca de uma banda de DNA
cromossdmico em todas as amostras proximas a uma banda de marcador de 12.000 pb.
Através da extracdo pelo método | foi possivel obter megaplasmideos Unicos em trés das

guatro amostras analisadas (75%) que se difere em seus tamanhos, com exce¢ao da cepa 531.
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Figura 8- Perfis plasmidiais de cepas de Bacillus thuringiensis eficientes contra C. includens
pertencentes ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo.
MM 3820 531 547 566 MM

: —

-

MM 3820 531 547 566 MM

—

-

bt it O ot

Cepas= 3820, 531, 547,566; A= Extracdo com reagentes segundo Fagundes, (2011); B= Extracdo com
kit comercial; MM= 1kb plus (Invitrogen).
Fonte: Carvalho, 2017.

Diferentemente, a extracdo pelo método Il permitiu analisar megaplasmideos em
todas as cepas estudadas (100%), inclusive na cepa 547 onde foi possivel obter dois
megaplasmideos com tamanhos diferentes, o que ndo ocorreu na extracao pelo método I.

Esses resultados mostram que os genes responsaveis pela eficiéncia de mortalidade
dessas cepas a lagarta falsa-medideira podem estar localizados nos megaplasmideos devido a
presenca dessas moléculas, porém torna-se importante verificar a localizacdo dos mesmos
para essa confirmacdo. E ainda, confirmam a presenca dos megaplasmideos de forma Unica na
maioria de cepas de B. thuringiensis que sdo estudadas, como no estudo de Fagundes et al.
(2011) que detectaram megaplasmideos Unicos em 13% das cepas avaliadas e Unalmis et al.
(2015) que detectaram em 3,63% de suas cepas.

Poucos trabalhos conseguem obter cepas de Bt com contetdo de megaplasmideos
multiplos, porém Reyaz et al. (2013) também conseguiram isolar cepas de Bt com mais de um
megaplasmideo, estas foram coletadas em areas planas e montanhosas na india, e obtiveram

um percentual de 11,76% e 29,41% respectivamente. Esses autores mostraram que as cepas
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que apresentam mais de um megaplasmideo em seu genoma podem apresentar maior
conteldo de novos genes cry e necessitam ser estudados detalhadamente.

Também foi possivel obter padrGes de pequenos plasmideos diversos encontrados
abaixo do DNA cromossdmico. Diante da dificuldade de isolar megaplasmideos devido a
facilidade de se degradarem durante o armazenamento, ocasionando assim a perda de
informacdes de cada padrdo plasmidial, a maioria dos estudos esta focada na comparagdo dos
padrdes plasmidiais através de analises apenas dos pequenos plasmideos presentes nas cepas,
devido a estes se apresentarem geralmente em numero de copias elevados (REYES-
RAMIREZ & IBARRA, 2008).

Através da extracdo pelo método I, foi possivel observar a presenca de maior nimero
de pequenos plasmideos nas cepas, 0 que ndo foi possivel observar através da extracdo por Kit
comercial, o qual apenas a amostra 3820 revelou a presenca de alguns de seus pequenos
plasmideos. Isso pode ter ocorrido devido ao protocolo utilizado para o kit comercial ser
concebido para preparacéo principalmente de plasmideos de baixas cdpias como é o caso dos
megaplasmideos. Dessa forma a comparacdo dos perfis plasmidiais desse trabalho foram
através dos plasmideos extraidos pelo método I.

Lereclus et al. (1982) ao investigarem o conteudo plasmidial em diferentes cepas de B.
thuringiensis observaram como 0s pequenos plasmideos podem ocorrer em maiores
quantidades. Estes autores conseguiram detectar a presenca de 17 plasmideos em uma Unica
cepa, que se diferiram em relagdo ao tamanho variando de 3,9 a 180 MDa.

As cepas analisadas no presente trabalho apresentam de 1 a 6 plasmideos, e duas
cepas, 531 e 547, tiveram padrdes de pequenos plasmideos semelhantes ou mesmo idénticos
entre si, ao apresentarem apenas um em cada, ambos com tamanhos de aproximadamente
10.000 pb. Na figura 9, € possivel observar a comparacao dos perfis plasmidias extraidos pelo
método | através do programa BioNumerics 7.1. O dendograma obtido mostrou dois
agrupamentos, de forma que as cepas 3820 e 566 foram mais proximas em uma escala de 65%
e as cepas 547 e 531 com o0 mesmo valor de 65% de proximidade entre elas.
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Figura 9- Andlise dos perfis plasmidiais de cepas de Bacillus thuringiensis eficientes contra
C. includens extraidos pelo método |, utilizando o programa BioNumerics 7.1.

MM 3820 531 547 566 MM

40
60
80
100

» 100

566 3820 547 531

Cepas= 3820, 531, 547,566; MM= 1kb plus (Invitrogen).
Fonte: Carvalho, 2017.

Alguns autores também encontraram padrdes plasmidiais idénticos em cepas de Bt
diferentes, como Fagundes et al. (2011) que encontraram padrdes semelhantes em cepas com
sorotipos diferentes, determinando que embora os plasmideos possuam tamanhos semelhantes
as sequéncias de DNA podem se diferir, 0 que deve ser considerado para trabalhos futuros.
No presente estudo as cepas utilizadas ndo possuem identificacdo de subespécies, 0 que ndo
permite fazer a correlagédo dos perfis plasmidiais com o sorotipo de cada uma.

Embora alguns perfis plasmidiais sejam partilhados entre as cepas, foram detectados
padrdes plasmidiais Unicos em duas. A cepa 3820 apresentou 0 maior nimero de plasmideos
com seis no total, de tamanhos variando entre 3.000 pb a 12.000 pb aproximadamente.

Enquanto a cepa 566 apresentou cinco plasmideos com as variages similares, porém a
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principal diferenca entre elas estd na auséncia de um plasmideo com tamanho de 5.000 pb na
cepa 566.

Apesar dos estudos focarem na importancia dos megaplasmideos como locais de
abrigo de genes que codificam as delta-endotoxinas bioinseticidas, algumas informacoes
importantes também sdo encontradas nos pequenos plasmideos de forma contribuinte para a
biologia do seu hospedeiro (LI et al., 2014). Foi detectado a presenca de gene formador de
cristal crylA em fragmentos de apenas 50 kb (Rolle, Ejiofor & Johnson, 2005).

A partir disso, também se tornam importantes os estudos dos pequenos plasmideos de
B. thuringiensis e j& existem trabalhos focados em caracterizar, sequenciar e clonar essas
moléculas, como os realizados por McDowel & Mann (1991), Lopez-Meza et al. (2003), e
Andrup et al. (2003).

4.6 Perfis Proteicos

A analise do perfil proteico por SDS-PAGE das proteinas totais e digeridas com tripsina
das cepas que tiveram eficiéncia para lagarta falsa-medideira demonstrou semelhancas entre
as mesmas. Todas as cepas avaliadas apresentaram em suas proteinas totais duas bandas
principais de ~130 e ~ 65 kDa, porém as mesmas mostraram diferencas em relacdo a
intensidades das bandas proteicas produzidas, demonstrando perfis diferentes (Figura 10).
Conforme Bravo (1997) as proteinas Cry de Bt possuem uma gama de pesos moleculares com
massas entre 50 a 140 kDa, condizendo com os resultados aqui apresentados, e a presenca
dessas proteinas pode ser o fator determinante para a alta toxicidade dessas cepas contra C.
includens.

Os padrdes de proteinas aqui encontrados se assemelham a cepas que possuem cristais
proteicos tipo Cryl e Cry2, assim como a cepa de referéncia HD1 que esta relacionada a
toxicidade principalmente a espécies de lepiddpteros (LERECLUS et al., 1993; MONNERAT
etal., 2007).

Bandas proteicas de ~130kDa sédo tipicamente de proteinas Cryl de B. thuringiensis e
sdo as proteinas mais frequentemente encontradas, sendo sintetizadas por pelo menos sete
subclasses de genes de crylA ao crylG, e estdo associados a conformidades bipiramidais dos
cristais de Bt (LERECLUS et al., 1993; DIAS et al., 1999). Porém, as proteinas de classes
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Cry9 também apresentam valores moleculares semelhantes, entre 130-132 kDa e ja séo
conhecidas suas importantes atividades toxicas a espécies de lepidopteros, além de
confirmadas como uma boa alternativa para 0 manejo da resisténcia de insetos (SHU et al.,
2013; CRICKMORE et al.,, 2016). Dessa forma, torna-se importante considerar a
possibilidade deste tipo proteico ser produzido por algumas dessas cepas estudadas neste
presente trabalho.

As proteinas codificadas por genes cry2 possuem tamanhos entre 65 a 70kDa (HOFTE
& WHITELEY, 1989) proporcionais a segunda banda encontrada em todas cepas aqui
estudadas, as mesmas estdo associadas a presenca de cristais com conformidades cuboides em
muitas cepas de Bt, além de também serem associadas com toxicidade a lepiddpteros.

Figura 10- Padrdo de proteinas totais e digeridas com tripsina produzidas pelas cepas Bacillus
thuringiensis eficientes contra C. includens.

‘
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(D) Proteinas que foram digeridas por tripsina; MM= Marcador SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard.
Fonte: Carvalho, 2017.
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Apos os insetos-alvo ingerirem as inclus@es cristalinas produzidas por Bt, as pro-toxinas
sdo solubilizadas em seu intestino médio a partir da clivagem da regido C—terminal e em
alguns casos ocorre também a remocdo de uma parte de aminoacidos da regido N-terminal,
através de proteases intestinais resultando assim em fragmentos toxicos com peso molecular
de aproximadamente 60kDa (HOFTE & WHITELEY, 1989; DE MAAGD et al., 2003).

A digestdo das pro-toxinas Cry torna-se importante na determinacdo da
susceptibilidade, pelo aumento da atividade que se sucede (ADANG et al., 2014). O ambiente
intestinal de insetos possui um complexo de diferentes proteases, e as serino-proteases sdo as
principais classes dessas enzimas e amplamente distribuidas na natureza, e seus representantes
mais estudados sdo as tripsinas e quimiotripsinas (LAZAREVIC & JANKOVIC-TOMANIC,
2015). Nesse trabalho, as pré-toxinas produzidas pelas cepas Bt que foram eficientes para C.
includens, foram digeridas utilizando a protease tripsina de forma a simular in vitro como
ocorre esse procedimento no intestino dos insetos para ativacao de proteinas.

Foi obtido esse mesmo valor de peso molecular (60 kDa) para todas as cepas, além de
também mostrarem uma formacdo de dois fragmentos separados ap6s a digestdo bem
proximos, em trés das quatro cepas estudadas (3820, 531 e 547), e nesta segunda banda
apresentaram tamanhos de cerca de 50 kDa. Esse fato ja foi observado por Yamagiwa et al.
(1999) e Yamaguchi et al. (2010) estes autores demonstraram que a formacdo de dois
fragmentos apos digestdo com proteases pode estar associados a formacdo de um complexo
ativo das proteinas.

Dessa forma, o estudo da ativacdo € um passo crucial, devido ao processo tornar as
proteinas Cry funcionais, visto que esses fragmentos sdo responsaveis por se ligarem aos
receptores especificos e essa ligacdo induz a formacdo de pequenos poros ou canais ndo
especificos (0,5-1,0 nm) que permitem a entrada de ions e agua na célula o que promove a lise
celular da membrana do inseto-alvo (KNOWLES & ELLAR, 1987; SCHNEPF et al., 1998).



61

4.7 Ensaios de toxicidade com lagartas do género Spodoptera

O género Spodoptera, pertence ao grupo mais destrutivo da familia de insetos
Noctuidae e possui caracteristicas preocupantes para a agricultura em relacdo a perdas
monetarias. Estes insetos sdo migratorios e ocasionam danos a importantes culturas como
milho, algoddo, sorgo, soja, arroz e tomate (POGUE, 2002). Entre as espécies desse
complexo que se encontram no Brasil, S. eridania (Cramer, 1782), S. cosmioides (Walker,
1858) e S. frugiperda (J.E.Smith, 1797) sdo destaques de ocorréncia em diversas lavouras,
ocasionando danos de desfolha, destruicdo das estruturas reprodutivas e alimentacdo dos
gréos (SANTOS et al., 2003; BARROS et al., 2010; SANTOS et al., 2010)

Os problemas com essas espécies nas diferentes safras, principalmente S. frugiperda,
agravaram-se devido uma evolucdo da resisténcia aos inseticidas quimicos com mesmo modo
de acdo, além de modificacdes nos sistemas de cultivo, como a frequente sucessdo de cultivos
hospedeiros da praga permitindo a sobrevivéncia populacional entre os cultivares (DIEZ-
RODRIGUEZ & OMOTO, 2001; IRAC, 201).

Assim, como C. includens essas espécies de Spodoptera também sdo comumente
encontradas em diversos campos de producdo de soja, destacando-se em maior ocorréncia S.
cosmioides e S. eridania. As lagartas desse grupo abrigam préximas as vagens o que lhes
garante protecdo aos inseticidas, provocando o efeito “guarda-chuva”, que se baseia na
formacédo de barreira protetora atraves das folhas (MOSCARDI et al., 2012).

De Freitas Bueno et al. (2011) verificaram a capacidade de alimentacdo da area foliar
das principais pragas da cultura da soja e observaram que em algumas situacfes as trés
espécies de Spodoptera apresentaram 0 mesmo ou até maior capacidade de desfolha que C.
includens, demonstrando que lagartas lepidopteras de espécies distintas podem apresentar
niveis de desfolha diferentes, o que é preocupante, devido a essa cultura ndo conseguir
suportar alto nivel de infestacdo por essas espécies em conjunto.

A partir disso, ao avaliar as cepas de Bacillus thuringiensis, eficientes com 100% de
mortalidade para C. includens, contra as trés espécies do género Spodoptera (S. eridania, S.
cosmioides e S. frugiperda), foi possivel determinar diferentes niveis de toxicidade para as
trés espécies de insetos.

Das quatro cepas analisadas, duas (3820 e 566) apresentaram mortalidade com valores

de 80-100% para as trés espécies de Spodoptera, revelando a possibilidade de esses isolados
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apresentarem grande potencial de controle de outras lagartas além de C. includens. Os
maiores valores de mortalidade foram causados pela cepa 3820, que apresentou 100% de
mortalidade para S. eridania e S. frugiperda e, da cepa 566 que causou 100% de mortalidade
para S. eridania (Grafico 2).

Outros estudos também conseguiram detectar cepas com proteinas toxicas para mais de
uma espécie-praga, todavia em numeros reduzidos como relatado por Monnerat et al. (2007).
Esses autores avaliaram 1400 isolados e 27 deles apresentaram toxicidade consideravel para
Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis e Plutella xylostella.

Dos Santos et al. (2009) também avaliaram cepas de Bt presentes em um banco de
microrganismos contra as trés espécies do género de Spodoptera estudadas nesse trabalho.
Das 100 cepas testadas apenas sete apresentaram eficiéncia com mortalidades acima de 70%
para as mesmas, reafirmando a importancia de constantes pesquisas na obtencdo de cepas de
B. thuringiensis com melhores caracteristicas toxicas sobre as espécies-praga.

Ja sdo conhecidos os efeitos toxicos de B. thuringiensis no controle dessas espécies de
Spodoptera (POLANCZYK, 1999; MONNERAT et al., 2007; HERRERO et al., 2016), mas,
apesar disso, ainda € um obstaculo a obtencdo de novos isolados de Bt eficientes para as
mesmas. Fiuza et al. (2004) avaliaram 139 isolados de Bt sendo que apenas sete apresentaram
atividade contra S. frugiperda, com mortalidade méxima de apenas 45%, considerado um

baixo valor de mortalidade.
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Gréafico 2- Avaliacdo da toxicidade de cepas de Bacillus thuringiensis eficientes contra
Chrysodeixis includens pertencentes ao Banco de Microrganismos da Embrapa
Milho e sorgo para trés espécies do género Spodoptera.

1001
mm S. eridania

S. cosmioides

Bl S frugiperda

%o Mortalidade
3,
<

Cepas

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Carvalho, 2017.

As cepas 531 e 547 também apresentaram mortalidade de 100% para C. includens
neste estudo, porém ao avalia-las com as diferentes espécies de Spodoptera apresentaram
diferentes atividades tdxicas com valores de mortalidade inferiores, entre 40 a 66%. Estas
diferencas de toxicidade entre espécies de insetos-praga diferentes sdo confirmadas por Van
Frankenhuyzen (2009) ao observar como as diversas espécies de lepidopteros respondiam
diferentemente as proteinas testadas, dividindo-as em grupos de mais permissivas ou menos
permissivas a ativacdo de toxinas de Bt.

Praca et al. (2004) também observaram singularidades de toxicidade de cepas Bt, ao
detectar uma cepa com maior eficiéncia de mortalidade para S. frugiperda e ao mesmo tempo
ineficiente para A. gemmatalis, cujos valores de toxicidade se diferiram e foram inferiores.
Porém, outros trabalhos também ja observaram cepas de Bt potencialmente toxicas para mais
de uma espécie de lepidoptero. Praca et al. (2003) ao estudar 300 cepas observou que duas
delas apresentaram toxicidade contra as espécies S. frugiperda e A. gemmatalis e ainda,

detectou cepas toxicas para cinco espécies de insetos, entre eles lepiddpteros, coledpteros e
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dipteros, porém com valores variados de superioridade e inferioridade de mortalidade em
relacdo a cepa padrdo HD-1.

Um aspecto importante na especificidade das toxinas esta nas diferencas de atividades
proteoliticas existentes entre os insetos alvos, 0 que promove a grande importancia de
selecionar cepas de Bt com altas atividades toxicas e de modos de acdo diferentes para as
formulacGes utilizadas na agricultura (BOBROWSKI et al., 2001; BOBROWSKI et al.,
2003).

A acdo das toxinas ativas depende da interacdo de alta afinidade das mesmas com 0s
receptores de ligagdo presentes nas microvilosidades apicais das células intestinais dos
insetos, cada etapa desse mecanismo pode modular a atividade a uma espécie de inseto em
particular ou uma especificidade global, porém ainda estamos distantes de compreender
totalmente os fatores determinantes para a especificidade das proteinas de Bt a um inseto
especifico (DE MAAGD, BRAVO & CRICKMORE, 2001) isso demonstra a importancia de
estudos para avaliar os padrdes de ligacdo das proteinas em diferentes insetos, mesmo sendo

da mesma ordem Lepidoptera.
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5 CONCLUSAO

e Foi possivel selecionar quatro cepas de Bacillus thuringiensis potencialmente
eficientes no controle da lagarta falsa-medideira (C. includens), além de determinar a
presenca/auséncia de genes cry das classes 1, 2 e 9 em seus genomas;

e Nenhuma cepa selecionada apresentou capacidade de produgdo de B-exotoxinas,
demonstrando a seguranca em utiliza-las para formulagdes de biopesticidas;

e As cepas apresentaram, em geral, perfis plasmidiais distintos, sendo possivel a
deteccdo de megaplasmideos em todas;

e O padrdo proteico mostrou semelhancas entre as cepas com caracteristicas de duas
bandas proteicas principais relacionadas a proteinas Cry presentes;

e Duas cepas que foram eficientes para C. includens (3820 e 566) também foram toxicas

para lepiddpteros do género Spodoptera (S. eridania, S. cosmioides e S. frugiperda).
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