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RESUMO

Pulgbes-verde-dos-cereais (Schizaphis graminum) sdo insetos sugadores de seiva do floema
que infectam as culturas, causando danos ndao s6 pelo resultado direto da alimentagdo mas
também pela sua importancia nos vetores dos virus das plantas. S. graminum é considerado
uma praga secundaria de milho, mas com a intensificacdo do manejo de pragas, especialmente
para a ordem de Lepidoptera, tem sido observada uma infestagdo recorrente devido a reducao
do uso de pesticidas de amplo espectro e a falta de competicdo intraespecifica. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil genético e molecular de linhagens de
Bacillus thuringiensis (Bt) e seu potencial entomopatogénico para S. graminum. Bioensaios
contra S. graminum foram realizados utilizando quatro linhagens elite entomopatogénicas
para pragas de diferentes ordens e pertencentes a colecdo de Microrganismos da Embrapa
Milho e Sorgo. Além disso, a expressao dos genes cry e a analise do perfil de proteinas
também foram realizadas para cada cepa. As linhagens 1644 e 1648 mostraram um efeito
patogénico maior e mais rapido, reduzindo as taxas de sobrevivéncia de insetos a 20% apés
48 horas e a 6% e 0% apds 96 horas de exposicdo, respectivamente. As cepas 1636 e 1641
também foram entomopatogénicas, mas as taxas de sobrevida diminuiram mais lentamente.
Nenhuma expressdo de genes cry foi detectada nas cepas 1644 e 1648, enquanto 0 gene
cry2Ab apresentou um perfil de expressdo caracteristico dos genes cry dependentes de
esporulacdo. A analise de proteina total das linhagens 1636, 1641 e 1644 mostrou diferentes
perfis protéicos com pesos moleculares variando de 20 a 210 kDa. N&o pudemos associar as
proteinas de 1644 e 1648 com proteinas Cry. No entanto, no perfil mostrado pela estirpe
1636, duas bandas com 60 e 130 kDa séo semelhantes as proteinas Cry2A (70 kDa) e CrylAc
(120 kDa), respectivamente. Os resultados demonstram o potencial dessas linhagens como
fonte de genes contra S. graminum, além de evidenciar a necessidade de melhor entender a
regulacdo dos genes cry nestes isolados e otimizar 0s processos de obtencdo de produtos a
base de B. thuringiensis.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Controle biolégico. Caracterizacdo molecular. RT-
gPCR. Schizaphis graminum. Pulgéo- verde- dos- cereais.



ABSTRACT

Greenbug is a sap-sucking insect that infects crops causing damages not only as a direct result
of feeding but also by their importance as vectors of plant viruses. S. graminum is considered
a secondary pest of maize, but with an intensification of the pest management, especially for
Lepidoptera order, it has been observed a recurrent infestation due to the reduced use of the
broad-spectrum pesticides and the lack of intraspecific competition. So, the present work
aimed to evaluate the molecular genetic profile of Bacillus thuringiensis (Bt) strains and its
entomopathogenic potential for S. graminum. Bioassays against S. graminum were carried out
using four elite strains entomopathogenic for pests of different orders and belonging to the
collection of Microorganisms of Embrapa Maize and Sorghum. Furthermore, the expression
of cry genes and protein profile analysis were also conducted for each strain. Strains 1644 and
1648 showed a higher and faster pathogenic effect, reducing insect survival rates to 20% after
48h and to 6% and 0% after 96h of exposure, respectively. The strains 1636 and 1641 were
also entomopathogenic, but survival rates diminish more slowly. No expression of cry genes
evaluated could be detected in 1644 and 1648 strains whereas the cry2Ab gene showed an
expression profile characteristic of the sporulation-dependent cry genes. Total protein analysis
from 1636, 1641 and 1644 strains showed different protein profiles with molecular weights
ranging from 20 to 210 kDa. We could not associate proteins from 1644 and 1648 with Cry
proteins. However, in the profile showed by 1636 strain, two bands with 60 and 130 kDa are
similar to the Cry2A (70 kDa) and CrylAc (120 kDa) proteins, respectively. The results
demonstrate the potential of these strains as a source of genes against S. graminum, besides
evidencing the need to better understand the regulation of the cry genes in these isolates and
to optimize the processes for obtaining products based on B. thuringiensis.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Biological control. Molecular characterization. RT- gPCR.
Schizaphis graminum. Greenbug.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de pragas, anteriormente consideradas secundarias, intensificou-se nos
altimos anos, registrando-se extensivas perdas econdmicas em culturas agricolas. A
ocorréncia pragas sugadoras, por exemplo o pulgdo Schizaphis graminum, tem sido um
preocupante problema para muitos agricultores, principalmente na regido sul do Brasil. Nos
altimos anos, a répida proliferacdo desse inseto associada ao estresse hidrico, altas
temperaturas e ao uso de métodos de amplo espectro de acdo para controle de lepiddpteros
fizeram com que os danos econdmicos atribuidos ao ataque de pulgdo, por exemplo,
alcancassem de 10% a 50% em safras passadas (KHAN et al., 2012; PALHARES, 2016).

A espécie Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae) é um afideo
que ocorre em culturas como milho, trigo, sorgo, cana-de-agucar, aveia, centeio, cevada,
paingo e gramineas ndo cultivadas (PEREIRA et al., 2010; CRUZ, 2012). Os pulgdes séo
insetos sugadores de seiva do floema, atuando como importantes promotores de perdas diretas
(causadas pela succdo de seiva e do efeito toxico da saliva) ou indiretas (transmisséo ou
favorecimento do desenvolvimento de espécies de patégenos como fungos e o virus do
mosaico comum do milho) (CHACKO, 1991; BARROS, 2012).

Em lavouras de milho, o ataque desses insetos podem causar a morte ou perfilhamento
de plantas, além da producédo de espigas atrofiadas ou com granacao deficiente (PEREIRA et
al., 2006). O manejo atual de pulgbes baseia-se principalmente na aplicacdo de inseticidas
quimicos que, quando utilizados de forma inadequada, podem provocar danos ao ambiente,
como o desequilibrio ecoldgico e alteracBes nas populaces de inimigos naturais além da
selecdo de individuos resistentes (CHOUGULE e BONNING, 2012). Outro fator a ser
ressaltado refere-se ao plantio de cultivares de milho expressando proteinas de Bacillus
thuringiensis (Bt) que apresentam uma acdo toxica a diversas ordens de insetos,
principalmente os lepidopteros. Entretanto, a utilizacdo de milho Bt no pais tem favorecido
um maior rendimento na producdo, a auséncia de competicdo intraespecifica, plantas
vigorosas e sem resquicio de inseticidas quimicos, fatores que contribuem para possiveis
infestacbes de insetos ndo-alvos na cultura (PEREIRA et al., 2010; CHOUGULE e
BONNING, 2012)

Alguns trabalhos demonstraram que toxinas Bt causam pouco ou nenhum efeito sobre
a sobrevivéncia e fecundidade dos afideos (PONCET et al., 1995; ASHOURI et al., 2001;
AIMANOVA et al., 2006; FARIA et al., 2007; MELLET e SCHOEMAN, 2007). No entanto,
testes que avaliaram a sensibilidade do pulgéo de ervilha (Acyrthosiphon pisum), criado em

dieta artificial, as toxinas Cry demonstraram que quatro endotoxinas — Cry3A, Cry4Aa,
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CryllAa, CytlAa — apresentaram toxidade que foi refletida nas taxas de morte e crescimento
dos insetos (PORCAR et al., 2009). Sabendo-se que uso indiscriminado de inseticidas
quimicos podem trazer graves danos a salde humana, aos ecossistemas e as aguas
subterraneas, o estudo e a aplicacdo de endotoxinas Bt para o controle de afideos torna-se de
grande interesse frente a incessante busca por uma agricultura mais sustentavel (KESWANI et
al., 2013; BISEN et al., 2015).

Para que ocorra uma efetividade téxica de isolados de Bt sobre os hemipteros é
essencial que a toxina seja ativada proteoliticamente no intestino dos insetos. Dessa forma, as
diferencas entre as enzimas proteoliticas, 0 pH do intestino desses insetos e a estratégia
utilizada nos experimentos séo fatores que devem ser considerados para uma avaliagdo mais
adequada dos efeitos da toxina em andlise. Assim, um estudo detalhado para a melhoria dos
processos que visam a aplicacdo de Bt para controle de afideos torna-se importante para o
manejo sustentavel dessas pragas (LI et al., 2011; SCHUNEMANN et al., 2014).

O primeiro passo para a aplicacdo de B. thuringiensis no controle de S. graminum e
de outros sugadores refere-se a busca por cepas que apresentem toxidade a espécie através de
ensaios de patogenicidade in vitro. Algumas cepas exclusivas do banco do Laboratorio de
Controle Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo se destacam devido seus altos indices de
mortalidade para espécies da ordem Lepidoptera, sendo de grande interesse explanar a
aplicacdo das mesmas para outras ordens e explorar de forma mais detalhada seu perfil
molecular a nivel transcricional e traducional. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
estudar a potencialidade entomapatogénica de cepas Bacillus thuringiensis para controle de

Schizaphis graminum.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O controle de pragas na agricultura

De acordo com dados levantados pelo Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Defesa Vegetal (SINDIVEG) (2017), o balanco oficial anual em 2016 do setor de vendas
de defensivos agricolas no Brasil totalizou US$ 9,5 bilhdes. Desse valor, os inseticidas
representam 29% das comercializacdes, sem contabilizar a quantidade de agroquimicos
comercializados ilegalmente no pais.

O milho representa a segunda cultura mais produzida no pais, sendo que a safra
2017/18 esta estimada em 92.347 milhGes de toneladas, distribuida em uma é&rea de
aproximadamente 17.085 mil hectares (CONAB, 2018). Nesse cenario, a lavoura de milho
absorve 10% da receita apurada em comercializacdo de agroquimicos no Brasil, 0 que, ao
longo de anos, representou o principal contribuinte para o controle de pragas e doencas por
ser considerada uma estratégia viavel pelo custo e eficAcia (SANSINENEA, 2016;
SINDIVEG, 2016). No entanto, os impactos ambientais decorrentes dessa atividade, tal como
a contaminacdo dos solos e da agua, a selecdo de insetos-praga resistentes e os efeitos letais
sobre organismos ndo-alvo fez com que agricultores e produtores em geral buscassem meios
alternativos na producéo agricola que viabilizem a reducdo dos produtos quimicos utilizados
(KOGAN, 1998).

Apesar da reducdo de 21,56% nas vendas de defensivos no ano de 2015 (SINDIVEG,
2016), a tentativa de diminuir o emprego de agroguimicos na agricultura continua a ser um
desafio constante. A pratica do controle bioldgico e 0 uso de substancias naturais podem
complementar esses esforcos, considerando-se que a aplicacdo de pesticidas sintéticos deve
ser minima e como um ultimo recurso. O controle bioldgico consiste na ado¢do de diferentes
estratégias com o proposito de induzir suficientemente a mortalidade na populacdo da praga
alvo para garantir que o dano ndo seja excedido ao decorrer da época de cultivo. Tais
estratégias se baseiam em diferentes tipos de inimigos naturais, como agentes patogénicos
(bactérias, fungos, virus) e insetos predadores ou parasitoides (COCK et al., 2012; EYHORN
et al., 2015).

Outra pratica agronébmica preventiva ao uso de pesticidas sintéticos refere-se a
utilizacdo de variedade resistentes desenvolvidas por meio de engenharia genética. Em 2015,
lavouras geneticamente modificadas foram cultivadas por aproximadamente 18 milhdes de
agricultores em 26 paises, sobre uma superficie total de 185,1 milhdes de hectares. Além de
ganhos econdmicos, 0s agricultores beneficiaram-se pela reducdo de 50% no niumero de

aplicagcdes de pesticidas, contribuindo assim para um ambiente mais sustentavel e melhor
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qualidade de vida (ISAAA, 2016).

Em relagdo a lavoura de milho, as sementes utilizadas na maioria das reas cultivadas
sdo0 transgénicas, resistentes a acdo de herbicidas e/ou ao ataque de lagartas. A érea de
producdo do milho utilizando sementes transgénicas é estimada atualmente em 15,7 milhdes
de hectares. Entretanto, deve-se ressaltar que a utilizagdo correta dessas tecnologias visando
evitar a selecdo de individuos resistentes na cultura, como a ado¢do da area de reflgio,
expressao de alta dose da toxina Bt no hibrido transgénico e a rotacdo de métodos de controle
de pragas é essencial para o sucesso no uso do Bt (CELERES, 2016).

2.2 Schizaphis graminum

Desde a safra 2005/2006 vem ocorrendo um aumento das populagdes de pragas que
anteriormente eram consideradas secundarias e de pouca importancia. O controle de
algumas espeécies sugadoras era realizado na ocasido do plantio direto e/ou na segunda
safra. Entretanto, a adocdo do plantio de milho safrinha permite o cultivo durante quase
todo o ano, o que exige maior atencdo quanto as técnicas de manejo. Aliado a esses fatores,
deve-se considerar as modificagdes climaticas e os programas voltados ao controle de
lepidopteros nos dltimos anos como importantes contribuintes no remanejamento dos
insetos infestantes (CRUZ, 2012; PIONEER, 2016).

Pulgbes (Hemiptera, Sternorrhyncha, Aphidoidea) sdo pragas agricolas ocorrentes
em praticamente todas as culturas, especialmente aquelas localizadas nas regides
temperadas do mundo. Uma espécie que vem sendo identificada em culturas de milho, com
registro de altas infestacbes, € Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera:
Aphididae) - também conhecido pulgao-verde-dos-cereais. Esse inseto se alimenta de seiva
do floema de plantas superiores e, além de privar as plantas de nutricdo, também podem
atuar como potentes vetores de fitopatogénicos (BLACKMAN e EASTOP, 1984; WILL e
VILCINSKAS, 2015).

O aparelho bucal de um pulgdo é altamente adaptado, apresentando dois pares de
estiletes flexiveis que sdo introduzidos na epiderme e movidos na camada cortical da planta.
Durante a penetracdo, o inseto secreta uma saliva gelatinosa no espaco intercelular que se
endurece para formar uma superficie vedativa e uma bainha tubular continua encerra o
comprimento total do estilete dentro o apoplasto. As células do meséfilo sdo perfuradas e o
pulgdo injeta pequenas quantidades de saliva contendo proteinas efetoras, que funcionam
como “provas exploratorias” para avaliar a qualidade da planta. Uma vez que o floema é

alcancado, o inseto alterna entre a ingestéo da seiva e a secrecdo da saliva aquosa contendo



17

enzimas digestivas. Durante a retirada do estilete do floema ha a secrecdo da saliva viscosa
isolando qualquer vazamento causado pelo processo de insercdo e causando uma injaria
minima no tecido. Metabdlitos secundarios sdo ingeridos durante a alimentacéo e podem ser
absorvidos e acumulados no hemocele ou s&o excretados no intestino posterior como um
melado juntamente com todos os seus metabolitos restantes (INOUE-NAGATA e
NAGATA, 2002; ZUST e AGRAWAL, 2016).

Figura 1- Esquema da alimentacdo do afideo e resposta das plantas

Stomach = ]
- @ivary gland ¢ @ Plant secondary metabolites

Haemocoel
’0 Salivary effector proteins

- m Cuticle
|I > Epidermis

Mesophyll

Sieve tube

b %? Companion cell

== ==Y

Sieve plate Callose

(1) Penetracéo do estilete do afideo no apoplasto; (2) Producéo de proteinas efetoras na saliva; (3 e
4) Contato com o floema e alterndncia entre a succdo de seiva e producdo de enzimas digestivas na
saliva para evitar a formacdo de calose; (5 e 6) Sintese e transporte de metabdlitos secundarios de
defesa pela planta; (7) Absorcdo de metabolitos secundarios na hemocele; (8 e 9) Excrecédo da seiva
ingeria no intestino posterior em forma de melado. Fonte: Ziistf e Agrawal , 2016.

O pulgédo-verde-dos-cereais (Figura 2) possui corpo oval, alongado com tamanho
variando entre 1,3 a 2,1 mm. Na sua forma alada apresenta cabeca e a primeira parte do
torax de cor marrom-claro e o abdémen amarelo esverdeado (Figura 2A). No Gltimo instar
de ninfa e em adultos o inseto apresenta coloracdo verde amarelada e dorso com linha
média longitudinal verde-escura, antenas sdo uniformemente escura e possui seis
segmentos. Os sifunculos sdo da mesma cor do restante do corpo, com as pontas
ligeiramente dilatadas e escurecidas (Figura 2B) (NUESSLY e NAGATA, 2005; PEREIRA
et al., 2010).
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Figura 2 - Pulgéo-verde-dos-cereais (Schizaphis graminum)
-

A) Schizaphis graminum em sua forma alada. B) Schizaphis graminum em sua forma aptera, com
detalhe em suas antenas de coloracdo mais escura que o corpo (seta em amarelo), linha média

longitudinal verde-escura (seta em laranja) e os sifunculos (circulo em vermelho). Fonte: Arquivo
INRA (Franca), 2010.

S. graminum possui reproducdo assexuada, por partenogénese telitoca e desenvolve-
se em temperaturas que variam de 18° a 26°C. Nao apresentam estagio de pupa, sendo que
o ciclo de vida dura em média 25 dias. As caracteristicas bioldgicas dependem das
condi¢des do ambiente, sendo favorecidas por altas temperaturas e condigdes normais de
umidade relativa. O periodo reprodutivo perdura por cerca de 10 dias, com médiade 5a 7
ninfas/fémea (GASSEN, 1996; MAIA et al, 2004; NUESSLY e NAGATA, 2005;
BARROS, 2012).

De um modo geral, os pulgdes sdo conhecidos por serem potentes transmissores de
doenca em plantas. Em milho, s@o disseminadores do Sugarcane mosaic virus (SCMV),
identificado como o agente causal do mosaico comum em milho, doenga caracterizada pela
formacdo de pequenas areas verde-claro entremeadas com areas verde-escuro nas folhas da

planta e que acarreta grandes perdas de producdo (Figura 3) (NAULT E BRADLEY, 1969;
FERNANDES e OLIVEIRA, 1997; BARROS, 2012).

Figura 3 - Folhas de milho com sintomas de SCMV.

Sadia :
Fonte: Elizabeth de Oliveira - Arquivo CNPMS.
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O ataque dos afideos é dado em colbnias, concentrando-se nos penddes, nas folhas,
nas espigas ou no interior do cartucho. No caso de ataques de S. graminum, o local mais
atacado sdo as folhas e caules, com preferéncia para a regido do lado adaxial foliar. A
resposta fisiologica da planta a infestacdo e os danos diretos gerados pela mesma estdo
associados a diversos fatores. Entre eles, pode-se citar estresse abidtico (seca
principalmente), altas populacbes do pulgdo (resultado de desequilibrios bioldgicos,
sobretudo desencadeados pelo alto uso de agroquimicos e a deficiéncia na rotatividade de
técnicas de controle), efeito da saliva do inseto que possui atividade enzimatica que quebra
a parede celular e cloroplastos em plantas suscetiveis e o acimulo da substancia agucarada
excretada pelos pulgdes que pode impedir a fecundacdo e a dispersdo do pélen. No milho,
isso pode ser observado atraves da morte da planta, perfilhamento, atrofiamento e granacao
deficiente nas espigas (Figura 4) (NUESSLY e NAGATA, 2005; et al., 2006; BARROS,
2012).

Figura 4 - Sintomas ocasionados pela infestacdo de pulgdo em milho

) 3 |, -
Fonte: Tiago Hauagge — Fonte: PEREIRA e SALVADORI, 2006.
Arquivo Dupont Pioneer, 2016

A) Clorose nas folhas, B) Morte da planta, C) Perfilhamento de espigas, D) Atrofiamento de espigas e

E) Granacdo deficiente.

2.3 Bacillus thuringiensis (Bt) e aplicacdes biotecnoldgicas
Algumas espécies de entomapatogenos foram identificadas e sdo amplamente
utilizadas em programas de manejo integrado de pragas e agricultura sustentavel. Tais agentes

patogénicos correspondem a virus, bactérias, fungos e nematoides, sendo a bactéria Bacillus
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thuringiensis o principal microrganismo produzido comercialmente (GLARE et al., 2012).

Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillaceae: Bacillales) foi originalmente isolado por
Ishiwatta a partir de lepidopteros Bombyx mori mortos em uma infestacdo ocorrida no Japéo,
em 1902. Posteriormente, a bactéria foi isolada novamente na Alemanha a partir da lagarta
Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera, Pyralidae) (DE BARJAC; BONNEFOI, 1968).
Trata-se de uma bactéria aerdbica ou anaerdbica facultativa, gram-positiva, podendo ser
encontrada no solo, em insetos e seus habitats, produtos armazenados, plantas, florestas e
ambientes aquéticos, com o potencial de permanecer em laténcia no ambiente mesmo em
condi¢bes desfavoraveis a sua sobrevivéncia (HERRNSTADT et al., 1986; HOFTE e
WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998).

Desde sua descoberta, B. thuringiensis tornou-se um microrganismo extremamente
interessante para a agricultura devido sua potencialidade em produzir inclusdes cristalinas
parasporais que se formam durante a esporulacdo, caracteristica esta que a diferencia de
outras espécies do género Bacillus ssp. Essas inclusdes sdo constituidas de uma ou mais
proteinas de 27 a 140 kDa e apresentam atividade entomopatogénica para gama de insetos,
principalmente aos pertencentes a ordem lepidoptera (DIDELOT et al., 2009).

Outras toxinas também sdo produzidas pelo Bt, como as a-exotoxina, B-exotoxina,
hemolisinas, enterotoxinas, fosfolipases, quitinases (fase de esporulagdo) e as VIPs
(Vegetative Insecticidal Proteins) (fase vegetativa) (ESTRUCH et al., 1996; HANSEN e
SALAMITOU, 2000). Entretanto, a inclusdo proteica contida na bactéria € formada por
proteinas Cry e/ou Cyt denominadas 6-endotoxinas, sendo que a composicao e as estruturas
das toxinas sdo responsaveis pela conformacao do cristal, que pode ser bipiramidal, cuboide,
romboide, ovoide, esférico, retangular ou ainda sem forma definida. Essas proteinas se
associam por meio de ligacdes de hidrogénio, pontes dissulfeto, hidrofobicidade e outras
interacdes, garantindo sua estabilidade estrutural (GILL et al., 1992; HABIB e ANDRADE,
1998).

O alto grau de especificidade entre Bt e seus hospedeiros foi inicialmente reconhecida
pela toxidade de uma subespécie ou estirpe restrita a uma ordem especifica de insetos, em
particular Lepidoptera (subsp. kurstaki, aizawai), Coleoptera (tenebrionis) ou Diptera
(israelensis) (HOFTE; WHITELEY, 1989). Entretanto, através da avaliagio de uma
infinidade de isolados em diferentes organismos e a utilizacdo de ferramentas moleculares
como sequenciamento e a clonagem de genes individuais para a expressao de proteinas
heter6logas tornou possivel associar uma alta afinidade entre o espectro de agdo das familias

de toxinas e as ordens as quais pertencem insetos-praga e vetores de doengas (HOFTE;
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WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998; IBRAHIM et al., 2010).

Com base nas semelhancas da sequéncia de aminoacidos foram classificadas 75
familias cry (801 genes), trés familias do gene cyt (40 genes) e quatro familias do gene vip
(140 genes) j& testadas e descritas no banco de dados  online
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/ para toxinas Bt com links para
informacdes sobre insetos hospedeiros (HOFTE; WHITELEY, 1989; CRICKMORE et al.,
2018). De uma forma geral, verifica-se que algumas familias de genes Bt possuem maior
espectro de agédo para determinadas ordens, tal como Lepidoptera (cryl, cry9, cryl5, cry20,
cry51, cry54, cry59 e os genes VIP), Diptera (cry2, cry4, cryl0, cryll, cryl6, cryl?, cryl9,
cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32, cry39, cry40, cryd4, cry47, cry48, cry4d9, cry52 e
genes CYT) e Coleoptera (cry3, cry7, cry8, cryl4, cryl8, cry22, cry23, cry26, cry28, cry34,
cry35, cry366, cry37, cry38, cry43 e cry55). Em adicdo, constatou-se que genes como cryb,
cry6, cryl2, cryl3, cryl4, cry21 e cry55 apresentam toxicidade contra nematdidesde plantas e
animais (SALEHI JOUZANI et al., 2008; JOUZANI; VALIJANIAN; SHARAFI, 2017;
RUAN et al., 2018).

A potencialidade da bactéria Bt no controle de pragas a torna o mais importante
principio ativo de pesticidas microbianos utilizados no mundo, produtos que representam uma
parte importante da industria de biopesticidas (DUNHAM, 2015). Além da sua propriedade
inseticida, os formulados a base de Bt sdo relatados para o controle de espécies de nematoides
parasitas de planta e animais, acaros vetores de doencas (YU et al., 2014; DUNSTAND-
GUZMAN et al., 2015). Produtos deste segmento sdo altamente recomendados por
apresentarem risco reduzido devido seu perfil toxicologico e menos requisitos de registro em
comparacdo com pesticidas quimicos, sendo 0 segmento de produtos de crescimento mais
rapido da industria global de biocontrole (LEAHY et al.,, 2014). Segundo o banco de
informacGes sobre os produtos agroquimicos e afins registrados no Ministério da Agricultura,
existem atualmente 19 produtos formulados a base de B. thuringiensis disponiveis
comercialmente no pais (AGROFIT, 2018). O estabelecimento de tais produtos no mercado
relaciona-se estritamente com a qualidade de producdo das formulacdes que propicia, por
exemplo, uma alta eficiéncia, seguranca e facilidade de manuseio (CERON, 2001).

A bactéria Bt representa uma rica fonte doadora de genes na producdo de organismos
geneticamente modificados. Dos 76 eventos de plantas GM aprovados no Brasil, 43
apresentam genes Bt / genes herbicidas ou somente genes Bt distribuidos nas culturas de soja
(quatro eventos), milho (34 eventos), algoddo (nove eventos) e cana-de-agucar (um evento)

(CTNBIO, 2017). Entretanto, principalmente pela possivel evolugdo da resisténcia nas
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populacbes de pragas alvo, torna-se cada vez mais interessante a identificacdo e
caracterizacdo de potentes genes a serem estaqueados em eventos GMs (CRAIG et al., 2008;
JOUZANI, 2012).

Outra aplicacdo biotecnoldgica do Bt se refere a sua utilizacdo como bactéria
promotora de crescimento vegetal, uma vez que algumas estirpes podem colonizar raizes ou
metabolizar substancias que melhoram o crescimento em condicfes desfavoraveis de
nutrientes (metabolitos como enzimas ACC deaminase, indol-3-acético, prolina e enzimas de
solubilizacédo de fosfato) (ARMADA et al., 2016).

Bacillus thuringiensis também pode ser empregado no biocontrole de fungos pela
potencialidade de algumas cepas produzirem metabolitos antifingicos, como enzimas
degradantes da parede celular, lipopéptido fengicina, compostos volateis (COV) e moléculas
de sinalizacdo indutoras de resisténcia sistémica da planta ao fungo (SHRESTHA et al,,
2015). Além disso, foi possivel isolar e purificar a partir de diferentes subespécies de Bt em
seu periodo de crescimento vegetativo, substancias denominadas bacteriocinas, que podem ter
potencial efeito sobre bactérias patogénicas humanas, vegetais e que estdo envolvidas no
processo de degradacdo de alimentos (DE LA FUENTE-SALCIDO; CASADOS-VAZQUEZ;
BARBOZA-CORONA, 2013).

2.4  &-endotoxina Cry

As d-endotoxinas possuem alta especificidade, podendo ser encontradas na forma de
a-hélice e B-barril. No grupo a-hélice se inclui a toxina Cry, que possui trés dominios e é
codificada pelo gene cry. O grupo S-barril é caracteristico da toxina Cyt e codificada pelo
gene cyt. Ambas as toxinas, Cry e Cyt, sdo formadas e cristalizadas in vivo em pH basico e
transformadas em toxinas ativas pela remocdo das regides N-terminal dos peptideos e
aproximadamente metade da proteina restante da porcdo C-terminal (no caso de protoxinas
longas). Entretanto, as proteinas Cry e Cyt ndo possuem nenhuma homologia e suas
respectivas toxinas interagem com receptores distintos, sendo a primeira com receptores
proteina- especificos e a segunda com fosfolipidios insaturados (fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e esfingomelina) (AL-YAHYAEE e ELLAR, 1995; HABIB e
ANDRADE, 1998; HANSEN e SALAMITOU, 2000; PARKER e FEIL, 2005; BRAVO et
al., 2007).

2.4.1 Estrutura

Apesar da atividade inseticida ser especifica para as diferentes toxinas Cry, a estrutura

3D é a mesma entre elas e formada por trés dominios. O dominio | € composto de a-hélices e

estd associado a oligomerizacdo da toxina, insercdo da membrana e formagdo de poros no
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intestino do inseto. O dominio Il, formado por um prisma de folhas P, esta envolvido na
interacdo entre a toxina e os receptores da borda da escova do intestino médio, uma vez que
seus loops medeiam a interacdo entre a toxina e diferentes proteinas do hospedeiro. O
dominio 111 é composto por um sanduiche de folhas B e tem sido implicado na estabilidade da
toxina e na especificidade de ligagcdo em alguns insetos (LI; CARROLL; ELLAR, 1991;
RAJAMOHAN et al, 1996; DE MAAGD et al.,, 1996; PARDO-LOPEZ; SOBERON;
BRAVO, 2013; PALMA et al., 2014).

O alinhamento de sequéncias mdltiplas de aminoacidos pertencentes a distintas
proteinas Cry indicou que a maioria das sequéncias apresentavam cinco blocos conservados
na regido N-terminal, mais especificamente na regido responsavel pela codificacdo da toxina
ativa (dominios 1, 1l e 1) (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; HOFTE;
WHITELEY, 1989; KNOWLES, 1994; PALMA et al., 2014). Posteriormente foram descritos
adicionalmente trés blocos de aminoacidos situados fora do nucleo ativo, na extremidade C-
terminal da protoxina, assim também como a descricdo de quatro dominios que podem estar
envolvidos no empacotamento do cristal (Figura 5). Varias protoxinas de trés dominios nao
possuem a regido C-terminal prolongada e sdo, em vez disso, sintetizadas como protoxinas
mais curtas de aproximadamente 70 kDa (PALMA et al., 2014; SCHNEPF et al., 1998).

Figura 5: Representacéo da clivagem dos blocos conservados da toxina Cry.
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Toxin ~60 kDa Acti\;ated toxin
(PALMA et al., 2014)
Representagdo dos blocos conservados em diferentes proteinas Cry. Em verde estéo representados os
blocos descritos por Hofte e Whiteley (1989). Os blocos em vermelho foram acrescentados

posteriormente (SCHNEPF et al., 1998).
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2.4.2 Modo de agdo

As proteinas Cry apresentam—se como protoxinas e para desencadearem toxidade no
organismo alvo elas precisam ser ativadas por proteases. O conhecimento acumulado sobre a
ligagdo da toxina com os receptores da praga foram obtidos por varios experimentos
envolvendo lepiddpteros. Vérias etapas englobam o modo de acdo dessas proteinas, iniciadas
a partir do momento que o cristal e 0 esporo séo ingeridos pelo inseto. O modelo mais
completo do modo de acéo propbe que as toxinas Cry passam por uma sequencia de ligacdes
com diferentes proteinas intestinais do inseto levando a oligomerizacdo da toxina, a insercao
na membrana e a formacdo de poros (Figura 6) ( SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al.,
2004).

Apo6s a ingestdo (passo 1), as inclusdes cristalinas sofrem dissociacdo no intestino
alcalino do inseto (pH ~9,5) através da remocgdo de aminoacidos nas extremidades N-terminal e C-
terminal (passo 2) (BRAVO et al., 2007) e uma vez solubilizadas as protoxinas (130-140 KDa)
sdo ativadas por proteases intestinais para obter a toxina ativa (60-70 KDa). Os segmentos
proteicos toxicos ativos sdo liberados no limen. Os receptores especificos estdo localizados
nas microvilosidades apicais das membranas das células colunares do intestino medio e entre
eles estdo aminopeptidase-N (APN), fosfatase alcalina (ALP), caderina, ATP membro da
Subfamilia de proteinas transportadoras (ABCC2) e um glicoconjugado (GCR) (ARONSON;
BECKMAN; DUNN, 1986; KNOWLES, 1994; DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001;
BRAVO et al.,, 2004; PIGOTT; ELLAR, 2007; PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013).

Propde-se que a ligacdo entre a toxina e o receptor primario tipo-caderina do intestino
sejam mediadas pelos dominios Il e Ill. A ligacdo com a caderina causa alteracfes da
conformacédo da toxina que permitem, ainda, a clivagem N-terminal da a-hélice 1 no D-I, o
que faz com que a toxina perca a afinidade com a caderina e consequente dissociacdo entre
ambas (passo 3) (GOMEZ et al., 2002).

Em seguida a dissociacdo da toxina, a caderina forma um tetramero (também chamado
de pré-poro) (passo 4). Este tetrdamero, se ligara a receptores secundarios chamados de
aminopeptidase (APN) ancorada ao glicosilfosfatidil-inositol (GPI), fosfatase alcalina (ALP)
ancorada também a GPI e um glicoconjugado de 270 kDa, ambos localizados dentro de
jangadas lipidicas. A ligacdo aos receptores permite a insercdo do tetramero na membrana
(passo 5). A insercdo da estrutura forma um poro seletivo a ions positivos, desencadeando um
desequilibrio iBnico que resulta na lise celular (passo 6) (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
GRIFFITTS et al., 2005; MARTINS et al., 2010; PACHECO et al., 2009).
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Figura 6: Modelo de modo de acdo da toxina Cry.
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Modo de acdo da toxina Cry segundo o modelo de formagéo de poros, destacando na parte superior
0s receptores secundarios localizados no interior da jangada lipidica, cruciais na ligacdo da toxina a
membrana.

/.

Os sintomas apresentados pelo inseto apds a ingestdo dos cristais e esporos sao: perda
de apetite, rejeicdo ao alimento, paralisia do intestino, vomito, diarreia, paralisia total e
finalmente morte (ARONSON; BECKMAN; DUNN, 1986; BRAVO; GILL; SOBERON,
2007). Uma vez que as células colunares e caliciformes sdo destruidas, os esporos de B.
thuringiensis e outros agentes patogénicos intestinais tém acesso a hemolinfa, desencadeando
uma infeccdo generalizada (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; DU; NICKERSON, 1996).

Para a efetividade do modo de acdo das proteinas Bt, deve-se considerar as diferencas
significativas na fisiologia do intestino e consequentemente uma variagdo na atividade
proteolitica.
2.5 Bacillus thuringiensis (Bt) e sua aplicacdo em Hemipteros

Para o sucesso da utilizacdo da toxina Cry no controle de pragas é crucial que se
compreenda e caracterize as varias etapas envolvidas no processo de intoxicacéo, incluindo-se
desde a ingestdo, ligacdo aos receptores, solubilizacdo até a ativacdo da toxina. A
especificidade das toxinas esta intimamente relacionada com a fisiologia intestinal e a acéo
das proteases da praga alvo, o que se diferencia entre as diversas ordens de insetos existentes
(DE MAAGD et al., 2001). Em Lepidoptera, o aparelho bucal na sua fase larval é do tipo

mastigador, e, depois de ingerida, a protoxina é solubilizada em pH alcalino (acima de 9,5)
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(KNOWLES, 1994). Diferentemente, os pulgdes possuem aparelho bucal sugador, o que
reduz a exposicdo do inseto a toxina quando aplicada como um produto bioldgico, uma vez
que pulverizadas elas permanecem na superficie foliar da planta. Além disso, sugere-se que a
digestdo do floema é extra-oral, com secrecdo de saliva contendo proteases que realizam a
pré-digestdo dos nutrientes antes de seguirem para o intestino (GUEDES et al., 2007;
CHOUGULE e BONNING, 2012).

Outro fato a se considerar no uso do Bt em pulgdes refere-se as especificidades das
clivagens proteoliticas que ocorrem em seu intestino, o que aumenta a solubilizacdo e a
consequente ativagdo da toxina. De forma semelhante aos coledpteros, que apresentaram
susceptibilidade a toxina Cry, o pH intestinal dos hemipteras varia de levemente acido a
neutro e apresentam cisteino-proteases da catepsina tipo L e K -cuja ativacao é favorecida em
pH &cido - em comparacdo aos lepidopteros, que apresentam serino-proteases que Sao
acionadas em intestinos de pH alcalino (CRISTOFOLETTI et al., 2003; CRICKMORE, 2005;
HERNANDEZ et al., 2005).

Diversos estudos foram realizados buscando o desenvolvimento de alternativas para o
manejo de pragas hemipteras, empregando-se toxinas de Bacillus thuringiensis. Em muito
deles, pouco ou nenhum efeito foi observado, como no caso dos pulgbes de batata
(Macrosiphum euphorbiae) submetidos a ingestdo de toxinas Cry2, Cry3 e Cry4 e
Acyrthosiphon pisum (Harris) quando expostos as toxinas CrylAc e Cry3Aa (WALTERS e
ENGLISH, 1995; LI et al., 2011). Entretanto, Porcar et al. (2009) obtiveram resultados que
demonstraram efeito de baixa a média mortalidade das toxinas Cry3A, CryllAa e CytlAa em
afideos Acyrthosiphon pisum. Neste mesmo trabalho, as proteinas foram pré-ativadas com
tripsina, protease tipicamente estudada em lepidopteros. No entanto, testes utilizando a
cisteino- protease para a mesma espécie de pulgdo apresentaram atividade proteolitica
eficiente. Nota-se, portanto, que a metodologia e todos os materiais nela utilizados séo
importantes fatores a serem considerados nos testes in vivo envolvendo pulgbes
(CRISTOFOLETTI et al., 2003; LI et al., 2011; CHOUGULE e BONNING, 2012).

2.6 Andlise de expressdo génica

A Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) é um dos métodos mais empregados em
estudos de diversidade genética de cepas de Bt. Um dos limitantes na aplicacdo da técnica
refere-se a especificidade das sequéncias a serem amplificadas. Iniciadores desenhados com a
alteracdo de uma ou duas bases na extremidade 3’ pode fazer com que genes fortemente
relacionados ndo sejam detectados. Em contraste, uma substituicdo na extremidade 5’ podera

gerar uma amplificacdo cruzada entre genes de uma mesma familia. (PORCAR; JUAREZ-
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PEREZ, 2003).

A deteccdo de expressdo génica foi, por anos, baseada em métodos como o ensaio de
protecdo contra RNAase (RPA), hibridizagdo in situ, northern blot. Entretanto, a amplificagéo
quantitativa de transcritos reversos (RT- gPCR) surgiu como a melhor opcéo frente aos
métodos anteriores devido sua detec¢do rapida, menos trabalhosa, altamente reprodutivel e,
principalmente, quantitativa e sensivel a baixos niveis de expressdo de transcritos (BUSTIN,
2010; BUSTIN et al., 2009; ESPY et al., 2006).

Os ensaios de RT-gPCR foram desenvolvidos para quantificar o mRNA alvo durante o
fase exponencial da PCR. O alvo é duplicado em cada ciclo durante esta fase e a amplificacdo
do produto é detectada pelo acumulo do sinal fluorescente. O ciclo no qual o sinal
fluorescente excede os limiares de referéncia é estabelecido com ciclo limite (Ct - Cycle
threshold) ou ciclo de quantificacdo (Cq). Quanto mais rapido o limiar for atingido maior sera
0 nivel de expressdo do gene alvo avaliado (ARYA et al., 2005; KHEIRELSEID et al., 2010).

O principio de integracdo de PCR com fluorescéncia é dado pelo uso de reagentes
como SYBR-Green ou sondas marcadas com fluoroforos. O SYBR-Green é altamente
sensivel, entretanto detecta o acimulo de qualquer produto de &cido nucleico de dupla fita, ou
seja, 0 SYBR- Green ndo é alvo-especifico. A utilizacdo de uma curva para determinar a
temperatura de fusdo (melting curve) baseada na porcentagem das bases citosina e guanina do
alvo permite a analise de diferentes produtos amplificados e a obtencdo de um pico de melting
Unico denota que ha apenas um produto amplificado e, consequentemente, especificidade na
reacdo (ARIKAWA et al., 2008; ESPY et al., 2006). O ensaio conhecido como TagMan
baseia-se na utilizacdo de uma sonda fluorescente que hibridiza na regido-alvo e que,
posteriormente € clivada durante a amplificagio com o primer sense. Essa sonda € um
oligonucleotideo curto que apresenta a um fluoréforo ligado na extremidade 5" chamado de
reporter e um composto que inibe a emissdo de fluorescéncia do reporter e esta ligado no
terminal 3°, conhecido como quencher. Para a detec¢do do sinal de fluorescéncia, a sonda
deve reconhecer e se ligar primeiramente a um fragmento de DNA do interior da sequéncia
alvo. Em seguida, ocorre a clivagem da sonda hibridizada pela enzima Taqg polimerase e 0s
fragmentos ligados ao corante repérter sdo deslocados do alvo. Uma vez separado do
quencher, o reporter emite fluorescéncia caracteristica que sera detectada pelo sistema do
equipamento. Esse processo se repete em todos os ciclos e a intensidade da fluorescéncia é
aumentada na medida em que mais amplicons vao sendo produzidos. Ensaios utilizando
sondas possuem maior especificidade quando comparado ao SYBR-Green pois, além dos

primers, 0 uso da sonda permite a deteccdo de uma sequencia pré-determinada no material
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analisado ( ESPY et al., 2006; BIOSYSTEMS, 2010).

Independente do ensaio utilizado, fatores como qualidade do RNA, a concentracédo e a
qualidade do cDNA e a eficiéncia da reagdo de PCR podem influenciar valores do ciclo de
quantificacdo (Cq ou Ct). Para reduzir erros durante a gPCR, genes de referéncia
(housekeeping genes) sdo utilizados para a normalizagdo de todas as amostras em analises de
quantificagdo comparativa (VANDESOMPELE et al., 2002; BUSTIN et al., 2005). Um gene
de referéncia deve apresentar uma expressao constitutiva e estavel em diferentes amostras
independentemente das condi¢des fisioldégicas em que o tratamento estad submetido (LING et
al., 2014; VANDESOMPELE et al., 2002).

No geral, sdo utilizados como genes de referéncia aqueles envolvidos na codificacéo
de proteinas essenciais no metabolismo e na estrutura da célula do organismo estudado
(VANDESOMPELE et al., 2002). Em caso de bacteérias, o gene de referéncia mais utilizado é
0 16s rRNA, envolvido na estruturacdo dos ribossomos, estando presente em todos oS
procariontes e integra parte da subunidade 30S do ribossomo, sendo utilizado como
ferramenta filogenética pelo fato de ser uma regido conservada com algumas regides
hipervariaveis especificos a espécie (EVGUENIEVA-HACKENBERG, 2005; ROCHA,;
SANTOS; PACHECO, 2015). Entretanto, Rocha et al. (2015) demonstraram em um trabalho
de validacéo de genes de referéncia bacterianos mais comumente testados que de 21 trabalhos
avaliados, onde foi usado o gene 16s rRNA como referéncia, apenas quatro estudos validaram
o referido gene devido sua alta expressdo nas amostras (0 que diminui a confiabilidade para a
normalizacdo de niveis de expressao de transcritos muito baixos). Nesse mesmo trabalho, os
genes de referéncia indicados foram gyrB, gyrA, era, secA, dnaG, adk e gmk, todos
envolvidos na maioria em processos metabdlicos de nucleotideos e com 90% dos estudos em
que foram utilizados houve a validacdo. Em trabalhos envolvendo expressdo génica de B.
thuringiensis, Reiter et al. (2011) confirmaram a estabilidade do genes gatB_Y-qey, rpsU e
udp ao longo de 24 horas do seu ciclo, sugerindo a utilizacdo dos mesmos a partir dos

resultados obtidos.
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RESUMO
A frequéncia de infestacdo de sugadores pragas em culturas tornou-se recorrente devido aos
inimeros programas de manejo pragas, levando a reducdo do uso de pesticidas de amplo
espectro e a falta de competicdo intraespecifica. Pulgbes-verde-dos-cereais (Schizaphis
graminum) sdo insetos que causam danos as culturas devido as respostas fisiologicas da
planta a suc¢édo do floema pelo afideo além da potencialidade de serem vetores de virus em
plantas. Torna-se importante a busca por métodos de baixo impacto ambiental e eficientes
para o controle dessa praga. Bacillus thuringiensis torna-se uma opcao interessante devido os
efeitos toxicos que suas proteinas podem exercer sobre os insetos. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o perfil genético e molecular de linhagens de Bacillus thuringiensis
(Bt) e seu potencial entomopatogénico para S. graminum. Bioensaios contra S. graminum
foram realizados utilizando quatro linhagens elite de alta toxidade para pragas de diferentes
ordens e pertencentes a colecdo de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo. Foram
também realizadas as analises de expressdo dos genes cry e do perfil de proteinas para cada
cepa. As linhagens 1644 e 1648 apresentaram maior efeito patogénico sobre ninfas de S.
graminum nos ensaios, com reducdes da taxa de sobrevivéncia para 6% e 0% ap6s 96 horas
de exposicdo, respectivamente. nos insetos analisados. As cepas 1636 e 1641 tambem
apresentaram toxidade, com diminuicdo da taxa de sobrevida mais lentamente. Dentre 0s
genes cry analisados, nenhum gene foi expresso nas cepas 1644 e 1648, enquanto que 0 gene
cry2Ab apresentou um perfil de expressdo caracteristico dos genes cry dependentes de
esporulacdo na cepa 1636. A andlise de proteina total das linhagens 1636, 1641 e 1644
mostrou diferentes perfis protéicos com pesos moleculares variando de 20 a 210 kDa.N&o foi
possivel associar as proteinas de 1644 e 1648 com proteinas Cry. No entanto, no perfil
mostrado pela estirpe 1636, duas bandas com 60 e 130 kDa sdo semelhantes as proteinas

Cry2A (70 kDa) e CrylAc (120 kDa), respectivamente. Os resultados demonstram a
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potencialidade dessas cepas como fonte de genes contra S. graminum além evidenciar
necessidade de explorar os mecanismos de regulagdo para a alta expressdo de proteinas Cry
nesses isolados e otimizar os processos de formulacdo de produtos a base de B. thuringiensis

para a agricultura.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Controle biol6gico. Caracterizagdo molecular. Schizaphis

graminum. Pulgdo- verde- dos- cereais.

1. Introducéo

Nos ultimos anos, a intensificacdo de estratégias para o controle de insetos da ordem
Lepidoptera na cultura do milho de forma eficiente e de baixo impacto para 0 meio ambiente
contribuiu para a incidéncia de elevadas populacdes de pragas secundarias nas lavouras. A
adocdo de cultivares de milho transgénicas expressando proteinas inseticidas de Bacillus
thuringiensis (Bt) gerou como principal consequéncia a reducdo da aplicacdo de
agroquimicos de amplo espectro de acdo, o que afeta diretamente as espécies existentes no
agrossistema (Catarino et al., 2015). Aliado a essa condicdo, apesar de alguns estudos
reportarem que a tecnologia Bt ndo possui nenhum efeito sobre insetos ndo-alvo (Andow and
Zwahlen, 2006; Lima et al., 2011; Pellegrino et al., 2018), alguns estudos tém demonstrado
que as populacbes de inimigos naturais (predadores, parasitoides e patdgenos) em lavouras
Bts sdo menores quando comparadas a cultivares convencionais (Marvier et al., 2007;
Naranjo, 2009). Portanto, fatores como um ambiente com baixa aplicacdo de inseticidas
quimicos, com grande numero de plantas saudaveis, auséncia ou diminuicdo de inimigos
naturais e a reducdo na competicdo interespecifica com pragas-alvo sédo elementos chave
para a proliferacdo de pragas secundarias que, apesar de ndo serem frequentes, podem
desencadear altos prejuizos na rentabilidade da lavoura (Catarino et al., 2015).

Neste contexto, o ataque de sugadores a diferentes culturas em algumas regides do
Brasil tem causado grandes prejuizos aos agricultores (CRUZ, 2012; PIONEER, 2016).
Dentre eles esta o pulgdo-verde-dos-cereais (Schizaphis graminum) que alimenta-se do
floema de gramineas e cereais, principalmente espécies pertencentes a familia Poaceae (mais
especificamente os géneros Agropyron, Avena, Bromus, Dactylis, Eleusina, Festuca,
Hordeum, Lolium, Oryza, Panicum, Poa, Sorgo, Triticum, e Zea) causando muitas vezes
amarelamento e outros efeitos fitotoxicos, além de ser vetor de virus importantes como
Sugar Cane Mosaic Virus (SCMV) e Barley yellow dwarf virus (BYDV) (Emden and
Harrington, 2007).



40

Apesar de alguns trabalhos sugerirem a utilizagdo de inimigos naturais e cultivares
resistentes como estratégias que visam evitar possiveis infestacdes de pulgdes, 0 manejo de
S. graminum e outros sugadores € realizado principalmente através da utilizacdo de
inseticidas quimicos, no entanto, ao longo do tempo, a selecdo de individuos resistentes
devido a pressdo de selecdo decorrente do intensivo uso dos inseticidas diminui sua eficacia
no controle destes insetos pragas (Chougule and Bonning, 2012). Torna-se, portanto, de
grande importancia o desenvolvimento de métodos alternativos para o manejo dessas pragas.

A bactéria Bacillus thuringiensis é amplamente utilizada como base para a
formulacdo de biopesticidas devido a eficiéncia e especificidade das proteinas inseticidas o
qual esta bactéria produz, além do custo de producdo dos biopesticidas ser relativamente
baixo (Dunham, 2015).

Durante a fase de esporulagdo o B. thuringiensis produz proteinas Cry e/ou Cyt que
formam um corpo de inclusédo na forma de cristal (Schnepf et al., 1998; de Maagd et al.,
2001). Estas proteinas apresentam atividade toxica para os insetos, geralmente sendo espécie
especificas. O modo de acdo das proteinas Cry é amplamente estudado e compreende uma
série de eventos sequenciais que culminam na morte do inseto. Em lepidopteras, apds a
ingestdo do cristal ocorre sua solubilizacdo no intestino médio do inseto, posteriormente a
atividade das proteases intestinais promove a clivagem da protoxina tornando-a uma toxina
ativa. Uma vez ativada, a toxina torna-se apta para ligar-se aos receptores presentes na
membrana das células epiteliais do intestino levando a formacdo de poros que causam um
desequilibrio osmotico da célula e morte do inseto (Pardo-Lopez et al., 2013; Jurat-Fuentes
and Crickmore, 2016). Inimeras proteinas Cry e Cyt tém sido descritas e classificadas em
diferentes grupos baseado na homologia de suas sequéncias (Crickmore et al., 2018). O B.
thuringiensis também produz durante a fase vegetativa de crescimento proteinas na matriz
extracelular com atividade inseticida, denominadas proteinas Vip (Proteina Inseticida
Vegetativa). Atualmente quatro grupos de proteinas Vip tém sido descritos e estas proteinas
também tém sido exploradas no controle de insetos pragas pela eficiéncia, e por serem
toxinas produzidas nas primeiras etapas do processo de crescimento das bactérias em cultura,
permitindo sua obtencdo antecipada. Além disso, permita-se ndo somente aproveitar a
mistura de esporos e cristais obtidos apos o cultivo de Bt, mas também o sobrenadante da
cultura (de Maagd et al., 2001; Estruch et al., 1996; Jurat-fuentes and Crickmore, 2016;
Pardo-Lopez et al., 2013; Ruan et al., 2018; Schnepf et al., 1998).

A pulverizacao foliar do produto biolégico a base do B. thuringiensis ndo apresenta

nenhum efeito sobre pulgbes, considerando-se que sS40 organismos com pegas bucais
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perfuradoras e de succdo, que se alimentam do floema (Chougule and Bonning, 2012).
Entretanto, alguns trabalhos tém demonstrado a mobilidade sistematica do B. thuringiensis
no interior da planta (Monnerat et al., 2009; Garcia-Suarez et al., 2017) . Estes estudos
levantam a possibilidade de utilizar o B. thuringiensis no controle de insetos sugadores,
portanto esta estratégia poderia potencialmente ser explorada em S. graminum. Além disso, 0
B. thuringiensis constitui uma fonte de genes que podem ser empregados na transformacao
de plantas visando o manejo desta praga, conforme apresentado em estudos em algodéo e
trigo geneticamente modificados onde foi possivel obter efeito efeitos deletérios para o
desenvolvimento e sobrevivéncia de duas espécies de hemipteras (Baum et. al., 2012; Yu
and Way, 2008).

No entanto, percebe-se a necessidade de melhorias nos processos que envolvem a
utilizagdo de B. thuringiensis no controle de afideos, visto que os estudos de mecanismo de
acdo das toxinas do B. thuringiensis foram amplamente avaliados em lepidopteros e devem
ser consideradas as peculiaridades existentes desde a ingestdo da toxina até a ativacdo da
mesma no intestino das diferentes ordens de insetos (Chougule and Bonning, 2012;
Cristofoletti et al., 2003; Li et al., 2011).

Assim sendo, o estabelecimento de ensaios de patogenicidade in vivo de cepas de B.
thuringiensis sobre ninfas de S. graminum € de suma importancia como o primeiro passo em
estudos visando identificar cepas e genes de B. thuringiensis para a possivel utilizacdo desta
bactéria de forma sistémica ou o desenvolvimento de plantas transgénicas, constituindo
estratégias de manejo alternativa contra este inseto.

Utilizando-se de cepas elites do banco do Laboratorio de Controle Biologico da
Embrapa Milho e Sorgo com o intuito de explorar a aplicagdo das mesmas para ordens além
da Lepidoptera e entender de forma mais detalhada seu perfil molecular a nivel
transcricional e traducional, presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil genético e
molecular de linhagens de B. thuringiensis (Bt) e seu potencial entomopatogénico para S.

graminum.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cepas de B. thuringiensis
Para a presente pesquisa foram utilizadas cepas de B. thuringiensis pertencentes a

colecdo do Laboratdrio de Controle Biologico da Embrapa Milho e Sorgo denominadas 1636,

1641, 1644, 1648, isoladas de distintas amostras de solo coletadas em varias regifes
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brasileiras (Valicente and Barreto, 2003; Valicente et. al., 2010), além da cepa comercial
HD1, utilizada como cepa controle. A selegdo dos isolados foi baseada nos dados de alta
toxicidade obtidos em pragas da ordem Lepidoptera (Valicente et. al., 2010; Pinheiro, 2017),

visando ampliar sua utilizagéo para outras ordens de insetos.

2.2 Bioensaios

2.2.1 Criagao dos insetos

Pulgdes da espécie S. graminum, em varios estagios de desenvolvimento, foram
coletados em lavouras de milho da Embrapa Milho e Sorgo. Vasos de milho mantidos em
casa de vegetacdo (28°C+2 e fotoperiodo 12:12) foram infestados com os pulgdes para
manutengdo da criagdo mantida no Laboratorio de Controle Bioldgico a 25°C+2 e umidade
relativa de 47+10%. Foram mantidos 10 recipientes de vidro contendo de cinco a oito folhas
de milho convencional com 12 cm seccionadas a partir do apice foliar, com a base imersa em
agua para conservacdo da turgidez das folhas. A abertura na parte superior do recipiente de
vidro foi forrada com tecido tipo voil e as folhas trocadas a cada trés dias (NAZARET, 2012).
Para os bioensaios, trinta fémeas adultas foram isoladas em uma gaiola com a finalidade de
acompanhar o desenvolvimento das ninfas apos sua emergéncia e utiliza-las no subsequente
ensaio. Isso se faz necessario porque, como o pulgdo tem um ciclo de vida curto, é preciso
garantir que todos os individuos analisados tenham a mesma idade, para que esse fator ndo

interfira na taxa de mortalidade.

2.2.2 Suspensdes de B. thuringiensis e sistema de alimentacéo in vitro

Aliquotas de 10 pL de cada cepa selecionada foram cultivadas em placas de Petri
contendo meio de cultura LB acrescido dos sais MgSQO,, FeSO4, ZnSO4 e MnSQO, (Valicente e
Mourao, 2009), sendo incubadas por 16 horas a 28°C. Colénias isoladas foram entdo estriadas
no mesmo meio e incubadas em estufa por 72 horas a 30°C. Apos este periodo, foi confirmada
a auséncia de contaminacado e a formacdo do complexo esporo-cristal através da visualizacdo
em microscopio de contraste de fases (1000x). As culturas foram coletadas e transferidas para
tubos de polietileno de 15 mL contendo 10 mL de agua deionizada estéril e agitadas em
vOrtex até homogeneizacdo da solucéo.

Posteriormente, foi feita a contagem de esporos presentes nas suspensdes através de

Céamara de Neubauer utilizando microscopia de contraste de fases para estimar a concentragdo
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de esporos de cada isolado no volume concentrado (Alves and Moraes, 1998). As amostras
foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo aliquotas de 1 mL cada e
armazenadas a -20°C para serem utilizadas nos ensaios de toxidade.

2.2.3 Ensaios de toxidade com S. graminum

Para o teste de toxidade contra S. graminum foram utilizados ninfas de terceiro a
quarto instar, isoladas conforme descrito no item 2.2.1. Foram testadas as cepas 1636, 1641,
1644, 1648 e HD1 em concentragdo tnica de 10° esporos/mL e o tratamento controle consistiu
em solugdo de sacarose a 30% esteril contendo 15% de corante alimenticio liquido vermelho
sem a presenca de bactéria.

As suspensdes de esporos e cristais foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos e
0 sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de solucédo de sacarose a 30%
estéril contendo 15% de corante alimenticio liquido vermelho atraves de vigorosa agitagdo em
vortex. Camaras de alimentagdo foram construidas em placas de bioensaio (2.9x1.5 cm). Ao
fundo da placa foi colocado um papel filtro umedecido com goticulas de 4gua a fim de manter
a umidade na cdmara montada. Na abertura da placa foram esticadas (cerca de 8x o seu
tamanho original) duas membrana de Parafilm® de tamanho 2 x 2 cm, contendo 50 pL do da
solucdo de sacarose contendo 0s esporos e cristais entre as mesmas, compondo uma especie
de saché (WILLE e HARTMAN, 2008; VERDOLIN et al., 2016).

A porcentagem de sobrevivéncia foi acompanhada ao longo dos tempos de 48h, 72h e
96h de alimentacdo continua. Foram realizadas cinco repeticbes biologicas de 10
pulgdes/repeticdo. A cepa com maior efeito toxico no ensaio e as porcentagens de
sobrevivéncia ao longo do tempo de exposicdo do inseto as mesmas foram analisadas
submetendo os dados obtidos a analise de variancias (ANOVA) e as médias comparadas
utilizando-se o teste de Scott-Knott (p>0,05) (Scott and Knott, 1974), com o software
SISVAR®(Ferreira, 2011).

2.3 Screening de genes por PCR

Para extracdo do DNA gendmico, as cepas foram cultivadas em placas de Petri
contendo meio de cultura LB por 16 h a 30°C. Uma colénia isolada foi inoculada em 5 mL do
mesmo meio e incubadas a 30°C sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas. O DNA genémico foi

extraido utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) conforme
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recomendacéo do fabricante. As amostras de DNA gendmico foram quantificadas por meio de
espectrofotometria  utilizando-se o0 equipamento Nanodrop (ND-1000 V3.1.2 -
Spectrophotometer) e a integridade visualizada em gel de agarose 1%.

O conjunto de cepas utilizado ja foi previamente caracterizado em um screening
baseado em PCR feito por Pinheiro (2017) e a identidade dos fragmentos obtidos foi
confirmada por sequenciamento neste trabalho. Além disso, uma caracterizacdo adicional foi
realizada utilizando-se genes descritos na literatura como eficientes para o controle de
espécies de outros afideos (Melatti et al., 2010; Porcar et al., 2009; Walters and English,
1995), como cry4A, cryllA, cry51 e vip3A. Os primers utilizados estdo descritos na tabela 1 e
as condicOes de amplificacdo podem ser consultadas na tabela S1.

Os amplicons obtidos foram purificados com o kit ExoSap It PCR Product Cleanup
(Affymetrix) e submetidos a reacdo de sequenciamento preparadas utilizando-se o BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) conforme
as recomendagOes do fabricante. As amostras foram precipitadas e injetadas em equipamento
ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). As sequéncias
foram editadas com auxilio do programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes,) e a identidade das
sequéncias foi confirmada utilizando-se o algoritmo blastn e blastp contra banco de dados

publico GenBank.

Tabela 1- Primers utilizados para deteccdo de genes cry em cepas de B. thuringiensis

Tamanho do
Sequéncia (5’-3°) fragmento  Referéncias

(pb)
Vip3Af F-TATGCCATTAGGTGTCATCAGTG 284 Pinheiro*

R-TTCCATTCACTCCGCCTGTATG

cry4Aa F-TATCTTCTCCAGATGGATACGCATC 311 Pinheiro™

R-ATTCATACCTGGAACATCTGACAAC
crylia F-TGAGGTTAGTGATGTATTTGATGCG 471 Pinheiro™
R-GAGACACCAACATAATCCCATAATG

F-AATAATAATGGCATACAGGGTGGTG

cry51 Pinheiro*
R-GTAGTTGAAGTTGAAGTTGTTGTCG 236
ery51.1 F-AATAATAATGGCATACAGGGTGGTG 957 Pinheiro*
R-CCACCTTCTGTCCAACCATTTGTAG
cry51.2 F-ATGATTTTTTTGCAATTTTAGATTTA 930 Lana*
R-TTAATTTGTTTTTTTGGACTTGTTGG
F-CTTCATCACGATGGAGTAA
crylB 367 Ceron et al.,
R-CATAATTTGGTCGTTCTGTT (1994)

crylC F-AAAGATCTGGAACACCTTT 130

R-CAAACTCTAAATCCTTTCAC



45

crylD F-CTGCAGCAAGCTATCCAA 200

R-ATTTGAATTGTCAAGGCCTG

cry2Ab F-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG 201 Fagundes*

R-TGGCGTTAACAATGGGGGGAGAAAT

*Dados ndo publicados. Iniciadores desenhados para uso no Laboratério de Controle Bioldgico (LCB)
da Embrapa Milho e Sorgo.

2.4 Analise de expressdo de genes cry e de proteinas totais em diferentes fases de
crescimento do B. thuringiensis

2.4.1 Culturas de B. thuringiensis

Com o objetivo de avaliar a expresséo de genes cry em diferentes fases de crescimento
do B. thuringiensis, foram selecionadas trés cepas de acordo com a mortalidade verificada nos
ensaios com S. graminum. Incluindo duas cepas com efeito de alta atividade toxica contra S.
graminum (1644 e 1648) e uma de menor efeito toxico (1636).

As bactérias foram esgotadas em meio de cultura LB + Sais (Valicente et al., 2010).
Uma col6nia isolada de cada cepa foi pré-inoculada em 25 mL de LB + Sais e crescidas por
24 horas a 250 rpm e 30°C. Um segundo pre-indculo foi realizado a partir de fase logaritmica,
transferindo-se 25 ulL da primeira cultura para erlenmeyers contendo 50 mL de LB + Sais e
mantendo-o a 120 rpm em uma temperatura de 30°C até o alcance de uma ODgpo= 1.

Foram preparadas triplicatas para cada cepa contendo 625 mL de meio LB + Sais.
Cada repeticdo bioldgica recebeu 625 pL do pré-indculo (ODgg=1). Aliquotas da cultura
bacteriana foram coletadas ao longo da curva de crescimento (t= 2; 2,5; 3, 3,5; 4; 5; 6; 7; 8;
24; 48 e 72 horas).

2.4.2 Isolamento do RNA e sintese de cDNA

O isolamento de RNA das células de B. thuringiensis foi realizado imediatamente apds
a coleta das aliquotas, sendo que amostras das repeticGes biologicas de cada cepa foram
agrupadas em cada tempo de coleta. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando-se
TRIzol Reagent (Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de RNA
foram submetidas ao tratamento com Ambion® TURBO DNA-free™ conforme orientado pelo
fabricante visando eliminar possiveis contaminacdes com DNA genémico. O RNA foi
quantificado em espectofotdbmetro (ND-1000 V3.1.2 - Spectrophotometer) e a integridade
visualizada em gel de agarose 1,5%.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit de transcrigdo reversa High Capacity cDNA
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reverse transcriptase kit (Applied Biosystems) a partir de 1,5 pg de RNA total conforme as

instrucdes do fabricante.

2.4.3 Anélise de RT-gPCR

Para a analise de expressdo, 0s primers e sondas especificos para os genes crylDa,
cry2Ab e cry9Aforam desenhados a partir das sequéncias consenso de cada gene obtidas
através do sequenciamento dos produtos de PCR, utilizando a ferramenta Primer Quest Tool
(IDT), disponivel em https://www.idtdna.com/PrimerQuest/. A especificidade de cada ensaio

foi verificada com o Primer Blast (NCBI) e somente ensaios especificos para os genes de
interesse foram sintetizados (Tabela 2).

Tabela 2- Primers utilizados para anélise de expressao de genes cry nas cepas de B.
thuringiensis

Nome do

A e
oligonucleotideo Sequéncia (5°-3’)

crylDa_4F TGCATAACGTGCCAGACTATC
crylDa_4R GCAGCAAGCTATCCAACCT
crylDa_Probe AGCTGCTGAAAGTGCTATAATTAGAAGTCC
cry2Ab_5F CAAGGGTTAATTACAGTGGAGGA
cry2Ab_5R TGTCAAATGGCGTTAACAATGG
cry2Ab_Probe TCGTCTGGTGATATAGGTGCATCTCCG
cry9A_1F TATGGAGTGAATAGGGCGGTA
cry9A 1R GGGTTATCTATCCCAGTTGTTCG
cry9A Probe ACGGATCTTTGAGAACCTTCACTCGC
gatB_Yqey F AGCTGGTCGTGAAGACCTTG
gatB_Ygey R CGGCATAACAGCAGTCATCA
gatB_Yqey_Probe AAGCGCATATTTGCCGGAGCAATT
rpsU_F AAGATCGGTTTCTAAAACTGGTACA
rpsU_R TTTCTTGCCGCTTCAGATTT
rpsU_Probe AAACTCGCGCTTTCTTGCTTCAGC
udp_F ACTAGAGAAACTTGGAAATGATCG
udp_R GACGCTTAATTGCACGGAAC
udp_Probe ACTTATGACAGCTCACCGTCGTGA

Os ensaios desenhados foram validados, a partir de DNA gendmico e cDNA, em uma
curva padrdo de quatro pontos com fator de diluicdo de 1:10 e trés réplicas técnicas. As
eficiéncias das reacdes foram calculadas utilizando-se o valor de slope e R? obtidas da reta

ajustada a partir da curva padréo para cada gene testado.
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As reacdes de qPCR, tanto para validacdo quanto para analise de expressdo, foram
preparadas em um volume final de 10 pL utilizando-se TagMan® Universal PCR Master Mix
1X (Applied Biosystems), e ensaio contendo primers (1 nmol cada) e sonda (0,5 nmol) e
cDNA ou DNA gendmico. As reagdes foram conduzidas no equipamento 7500 Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystems) nas condi¢des standard indicadas pelo fabricante do
equipamento. Para a validagdo dos ensaios, as curvas padrdo foram feitas a partir de um pool
de DNA gendmico (30 ng) ou de cDNA (150 ng) das trés cepas analisadas. Para as analises
de expressao, foram utilizados 150 ng de cDNA de cada cepa isoladamente.

O gene rpsU foi utilizado como gene de referéncia (Reiter et al., 2011) e os primers
descritos foram convertidos em ensaio TagMan utilizando os mesmos softwares descritos
anteriormente. A expressdo relativa dos genes cry nas amostras bioldgicas foi estimada
usando o método AACt (Schmittgen and Livak, 2001).

2.5 Analise de proteinas totais

Aliquotas de 10 mL das culturas bacterianas foram utilizadas na extracdo de proteinas
utilizando o reagente BugBuster® Master Mix (Novagen), seguindo as recomendacdes do
fabricante para extracdes em pequenas escalas (utilizacdo de 1,5mL de cultura). As proteinas
obtidas a partir do sobrenadante e dos corpos de inclusdo solubilizados foram quantificadas
com Protein Assay (Bio Rad) pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A integridade e
massa molecular das proteinas foi visualizada em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Aliquotas contendo 20 pg diluidos em um volume final de 20 uL das proteinas foram
misturadas com tamp&o Bolt™ LDS Sample Buffer 1X (Invitrogen) e Bolt Samples Reducing
Agent (Invitrogen), aquecidas a 100°C por 5 minutos e aplicadas em gel Bolt 4-12% © Bis-
Tris Plus Bolt ™ utilizando tampdo de eletroforese MES SDS (Invitrogen), conforme as
orientacdes do fabricante. A massa molecular das proteinas foi determinada utilizando-se o

marcador de massa molecular Pre-Stained SeeBlue® Plus2 Standard (Invitrogen).

4. Resultados

4.1 Ensaios de toxidade com S. graminum

A toxicidade das diferentes cepas de B. thuringiensis foi avaliada por meio de ensaios
in vivo contra S. graminum. A succ¢do da solucdo de sacarose contendo corante alimenticio e
esporos/cristais das cepas bacterianas foi constatada atraves da visualizacdo do tubo digestivo

com a tonalidade avermelhada devido a adi¢cdo do corante alimenticio (Fig. 1).
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Fig. 1. S. graminum testado em bioensaio para avaliacdo da toxidade de B. thuringiensis. Pulgdo no
t=0h de exposicdo a dieta artificial de solucdo de sacarose a 30% + corante alimenticio a 15%. (A) e
apo6s 48h de exposicdo a dieta (B). A succdo foi confirmada pela coloracdo avermelhada do trato

digestivo devido a adicdo do corante a solugdo de sacarose.

Ao final dos ensaios foram calculadas as médias das porcentagens de sobrevivéncia
dos pulgbes de todos os tratamentos. As cepas 1644 e 1648 apresentaram as maiores
toxidades contra os pulgdes, reduzindo significativamente as porcentagens de sobrevivéncia
para valores de 6% e 0%, respectivamente. As cepas 1636 e 1641 também foram efetivas para
o controle do S. graminum, apresentando uma taxa de sobrevivéncia maior que as anteriores
(18% e 28%, respectivamente), mas com diferencas significativas em relacdo ao controle
Somente a cepa HD1 apresentou porcentagem de sobrevivéncia estatisticamente igual ao

controle (Fig. 2).
80 -

70

1
R

(o]
o
1

(6]
o
1

o
o
1

% de sobrevivéncia

N
o
1

R
R

[y
o
I

it

<
<
<
% N ‘
u‘t\x ‘
<
<
<

c

R

Controle HD1 B1636 B1641 B1644 B1648

Fig. 2. Valores médio da porcentagem de sobrevivéncia de ninfas de S. graminum ap0s exposicao a
diferentes cepas de B. thuringiensis. Os tratamentos correspondem as concentracdes de 10°
esporos/mL das cepas 1636, 1641, 1644, 1648 e HD1. Solucdo de sacarose a 30% + corante
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alimenticio a 15% foi utilizado como controle negativo. Os valores representados se referem a
porcentagem média dos pulgdes vivos em cada tratamento obtidos ao final do bioensaio. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p<0,05) e as barras sobre as

colunas representam o erro padrdo médio.

A porcentagem de sobrevivéncia dos pulgdes também foi analisada ao longo do
tempo (48h, 72h e 96h) apds a exposicdo dos mesmos aos tratamentos (Fig. 3). As cepas
1636 e 1641 apresentaram porcentagem de sobrevivéncia semelhante ao controle na
avaliagdo de 48h com valores entre 68% a 86%. Entretanto, nos demais tempos, as
porcentagens de sobrevivéncia foram diferencialmente significativas, aproximando aos 20%
para a cepa 1636 no tempo de 96h (Fig. 3A e 3B). As cepas 1644 e 1648 mostraram reducdes
na porcentagem de sobrevivéncia significativas em relacdo ao controle nos trés tempos
avaliados. A porcentagem de sobrevivéncia dos pulgdes tratados com a cepa 1644 foram
18%, 6% e 6% nos tempos de 48h, 72h e 96h, respectivamente (Fig. 3C). Enquanto que 0s
pulgdes tratados com cepa 1648 apresentaram 18,5%, 4% e 0% de sobrevivéncia nos tempos
de 48h, 72h e 96 h, respectivamente (Fig. 3D). A cepa HD1 ndo apresentou diferencas
significativas em relacdo ao controle nos trés tempos (sobrevivéncia de 86%, 72% e 58%)
(Fig. 3E).
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Fig. 3. Valores do percentual de sobrevivéncia de S. graminum apds quatro dias de exposicdo as
diferentes cepas de B. thuringiensis. Os tratamentos correspondem as concentragdes de 10°
esporos/mL das cepas 1636 (A), 1641 (B), 1644 (C), 1648 (D), HD1 (E). Solucdo de sacarose a 30% +
corante alimenticio a 15% foram utilizadas como controle negativo. A sobrevivéncia foi avaliada nos
tempos de 48h, 72h e 96h apds submeter os insetos ao sistema de alimentagdo in vitro. Os pontos de
dados representam a sobrevivéncia média de todas as réplicas e as barras representam o erro padrao
medio. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p<0,05).

4.2 Screening de genes cry e vip por PCR

A presenca de genes cry e vip nas cepas 1636, 1641, 1644, 1648 e HD1 testadas
contra S. graminum foi avaliada por PCR. Na caracterizagdo molecular utilizando primers
para 0s genes cry4A, cryllA, cry51 e vip3A, apenas o gene vip3A foi amplificado em todas as
cepas (Fig. 4) e confirmado por sequenciamento apresentando 100% de similaridade com
sequéncias de genes vip3A depositadas no GenBank (NCBI). Embora tenha sido observado
amplificacdo de um fragmento no tamanho esperado nas reacdes de PCR com 0s primers para
0 gene cryl1A em todas as cepas avaliadas e para o0 gene cry4Aa nas cepas 1636 e 1641, os
resultados do sequenciamento demonstraram que o0s fragmentos amplificados néo
correspondem aos genes em questdo. Néao foi observado produto de amplificacdo nas reacoes
realizadas com o primer cry51.2 em nenhuma das cepas avaliadas. Embora tenha sido
observada amplificacdo nas reagdes utilizando o primer cry51, os fragmentos nao
apresentaram o tamanho esperado e os resultados de sequenciamento confirmaram que 0s

fragmentos amplificados ndo correspondem ao gene cry51.
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PrimerCry11A_reaction 1 PrimerCry11A_reaction 2 Primer Cry51
(471pb) (471pb) (236pb)

Primer Cry51 .1
(257pb)

Fig. 4. Produtos de PCR obtidos com o DNA extraidos das cepas de B. thuringiensis. As cepas
denominadas 1636, 1641, 1644, 1648 e HD1 estdo enumeradas de 1 a 5, respectivamente. Reacdo em
touchdown para os genes cryl1A, cry51 e cry51.1 e perfil Unico de ciclagem para os genes crydA e
vip3A (especificacBes na tabela S1). MM refere-se ao marcador molecular 1Kb Plus Ladder

(Invitrogen) e B corresponde ao controle negativo da reagdo. Eletroferese em gel de agarose 1,2%.

Para confirmacgdo por sequenciamento, os DNAs das cepas que apresentaram maior
toxidade para S. graminum, 1644 e 1648, foram reamplificados com os primers referentes aos
genes crylB, crylC, crylD e cry2Ab, todos comuns as duas cepas conforme caracterizacédo
inicial feita por Pinheiro (2011). Foi possivel obter os produtos de PCR com os fragmentos de
tamanhos esperados para os genes crylC, crylD e cry2Ab e suas identidades foram
confirmadas. Para o gene crylB, foi obtido um amplicon do tamanho esperado para a cepa
1648 e um menor (367 pb) para a cepa 1644 (Fig. 5). O sequenciamento da amostra da cepa

1648 revelou inespecificidade enquanto que o da cepa 1644 apontou 97% de similaridade com
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0 gene cry9A.

Fig. 5. Amplificagdo com primers cry-especificos. Purificacdo de gel a partir da PCR com genes
crylB, crylC, crylD e crylAb nas amostras 1644 (1) e 1648 (2). Os produtos de amplificacdo
apresentaram fragmentos de tamanhos esperados em quase todas as reacdes, com exce¢do para 0s
primers-especificos do gene crylB que apresentou produto menor que 367pb para a cepa 1644. MM=

Marcador 1Kb Plus (Invitrogen). Eletroforese em gel de agarose 1,5% a 100V.

4.3 Analise de expressdo de genes cry e de proteinas totais em diferentes fases de
crescimento do B. thuringiensis

As cepas 1636, 1644 e 1648 foram cultivadas em meio de cultura e o crescimento
bacteriano foi monitorado através da medicdo da densidade Optica a 600nm. As transicdes
entre as fases foram muito semelhantes entre as trés cepas, com a fase logaritma iniciada entre
3,5h e 4h apds a inoculagédo e o alcance da ODggo maxima em 8h. Os tempos de cultivo das
amostras para a andlise de expressdo foram selecionados de acordo com a ODsgo
correspondente as fases inicial, logaritma e estacionaria do crescimento de cada cepa. Para a
cepa 1636 foram utilizados os tempos 3,5h (ODgpp=0,08), 5h (ODg0p=0,5), 6h (ODgp=0,9), 7h
(ODgoo= 1,25), 8h (ODgpo=1,43), 48h (ODgno=1,36); para a cepa 1644 foram analisados 0s
transcritos referentes aos pontos 3,5h (ODgy=0,09), 6h (ODg=0,87), 8h (ODgno=1,47) € 48h
(ODg0p=1,32) e a na cepa 1648 selecionou-se 0s tempos 2,5h (ODgp=0,041), 5h (ODgpe=0,9),
8h (ODggo=1,4), 48h (ODey=1,32) (Fig. 6).
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Fig. 6. Densidade optica das cepas 1636, 1644 e 1648 de B. thuringiensis em diferentes fases de

crescimento. Barras de erro representam o desvio padrdo das médias entre as repeticdes bioldgicas.

Para avaliar a dindmica de expressédo de genes cry ao longo do crescimento da cultura,
foram selecionados o gene cry2Ab, comum as trés cepas; crylDa prensentes nas cepas 1644 e
1648; e cry9A especifico da cepa 1644. Com base na curva de crescimento determinada
através da medicdo da densidade dptica, foram selecionados diferentes tempos de coleta da
cultura bacteriana para analises da expressdao génica que correspondema fase inicial,
exponencial e estacionaria de crescimento das cepas de B. thuringiensis.

Inicialmente, os ensaios realizados foram validados utilizando-se DNA genémico em
uma curva padréo e as eficiéncias obtidas para cada ensaio foram 86% (R® = 0,990) para
rpsU, 91% (R? = 0,994) para udp, 91% (R? 0,996) para cry2Ab e 87% (R? = 0,997) para
crylDa. O ensaio desenhado para o gene cry9A, apesar de amplificar no DNA gendmico da
cepa 1644, apresentou baixa eficiéncia de reacdo e ndo foi utilizado para as analises de
expressao génica.

O RNA total das trés cepas foi submetido a analises de RT-gqPCR para a quantificacéo
de mRNAs correspondentes aos genes cry2Ab e crylDa nos tempos descritos anteriormente
para cada cepa. N&o foi possivel detectar expressdo de nenhum dos genes avaliados nas cepas
1644 e 1648. No entanto, foi possivel observar a expressao do gene cry2Ab na cepa 1636 em
todos tempos avaliados (3,5h, 5h, 6h, 7h, 8h e 48h), sendo que a expressao apresentou um
aumento gradativo ao longo do tempo, com uma expressdo bem discreta nas fases iniciais e
alcancando niveis substancialmente maiores em 48h (Figura 7). Como ja previsto, a expressao
do gene crylDa ndo foi detectada na cepa 1636 ja que esse gene nao estd presente no DNA

genbmico dessa cepa.
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Fig. 7. Analise de expressdo do gene cry2Ab ao longo do crescimento da cepa 1636. A cepa apresenta
um baixo nimero de copias para o gene cry2Ab no inicio do seu ciclo celular, alcangando uma
expressdo substancialmente maiores na fase estacionaria (48h). Barras de erro representam o desvio

padrdo das médias da quantificacdo relativa entre as repeti¢Ges técnicas.

A analise de proteinas totais evidenciou que as cepas 1636, 1641 e 1644 apresentaram
perfis proteicos diferentes, com massas moleculares variando de 20 a 210 kDa
aproximadamente (dados ndo mostrados). O perfil apresentado pelas cepas 1644 e 1648 nao
mostrou variacdo ao longo do tempo nem um padrdo que pudesse ser associado a proteinas
Cry. No entanto, no perfil apresentado pela cepa 1636, duas bandas de aproximadamente, 60 e
130 kDa apresentaram intensidade aumentada no final da fase estacionaria e, embora uma

confirmacéo seja necessaria, tém pesos moleculares compativeis com proteinas Cry (Fig. 8).
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Fig. 8: Perfil proteico da ceps 1636 de B. thuringiensis. SDS-PAGE das proteinas totais insollveis
obtidas apds 8h, 24h, 48h e 72h de cultivo. Marcador: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard

(Invitrogen).

5 Discussao

S. graminum é considerado um importante inseto praga de varias culturas incluindo
milho, sorgo e trigo causando importantes perdas econémicas. O controle desse inseto tem
sido realizado principalmente através da aplicacdo de inseticidas sintéticos, contudo, a selecao
de individuos resistentes decorrentes do uso dos inseticidas e seus efeitos nocivos aos
organismos ndo alvos e ao ambiente impulsionam o desenvolvimento de estratégias

alternativas para o controle desta praga.

Neste estudo, nés avaliamos a toxicidade de cepas de B. thuringiensis capazes de
controlar S. graminum e analisamos a expressao de genes cry presentes nessas cepas. N0sSs0S
dados demostram que as cepas avaliadas - 1636, 1641, 1644 e 1648 causaram, embora em
diferentes niveis, significativas reducGes na sobrevivéncia das ninfas de S. graminum,
evidenciando seu alto potencial para o sua utilizacdo no manejo dos pulgdes. Como era
esperado, a cepa comercial HD1, utilizada como controle negativo, ndo apresentou toxicidade
para S. graminum visto que esta cepa possui genes que expressam proteinas conhecidas por
serem efetivas contra lepidopteras. Como as proteinas do B. thuringiensis normalmente
apresentam especificidade a nivel de ordem e até mesmo de espécie seria pouco provavel que

a cepa HD1 fosse eficiente contra este pulgdo (Dulmage, 1970; Palma, 2014).
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Embora tenha sido observado 32% de mortalidade dos pulgdes do tratamento controle
(dieta sem adicdo de Bt), este valor foi baixo quando comparado a outros trabalhos
envolvendo sugadores (Li et al., 2011; Pietri and Liang, 2017; Walters and English, 1995;
Zhao et al., 2016). De maneira geral, essa taxa de mortalidade pode ser explicada pela
sensibilidade das ninfas & manipulacéo e exposicdo a dieta artificial durante os ensaios. Ainda
assim, os dados obtidos ap6s 72 h apontam que as cepas 1636, 1641, 1644 e 1648
apresentaram um efeito negativo sobre a sobrevivéncia das ninfas, ja que as porcentagens de
sobrevivéncia dos pulgdes tratados com estas cepas foram significantemente inferiores aquela
observada no controle. Além disso, 0 comportamento e fen6tipo dos insetos apds 0s ensaios
foram semelhantes aos observados em outra espécie de afideo, Myzus persicae, ap6s serem
alimentados com B. thuringiensis (Torres-Quintero et al., 2015). E, finalmente, insetos dos
tratamentos contendo suspensdes de cristais e esporos, em geral, apresentaram sinais tipicos
da intoxicacdo proveniente da ingestdo de toxinas Bt como menor locomocéo e a alteracéo da
cor verde para marrom enquanto que ninfas do tratamento controle, com a alimentagéo
confirmada pela presenga do corante, permaneceram em constante movimento e ndo
apresentaram qualquer mudanca de sua coloragdo natural durante as primeiras 48 h.

Balbione (2011) testando a patogenicidade de cepas de B. thuringiesis para espécie
Diaphorina citri Kuwayama em sistema de alimentacéo in vitro, obteve 82% de mortalidade
apos 96h de avaliacdo. Em um estudo com M. persicae, a toxicidade do complexo de esporos
e cristais provenientes de 40 cepas de B. thuringiensis foi testada e 15 cepas foram
patogénicas nas concentracdes testadas de 10 ng/ul e 100 ng/ul, com porcentagem de
mortalidade >60% (Torres-quintero et al., 2016). As CLso das cinco cepas mais toxicas foram
avaliadas e mostraram valores entre 10.63 a 6.88 ng/ul. A determinacdo da CLso a partir do
complexo esporos-cristais, como foi realizado por Torres-quintero et al. (2016) permite
indicar com mais confiabilidade a eficiéncia de uma cepa em relacdo a outra. Assim, a
determinacdo da CLs das cepas 1636, 1641, 1644 e 1648 para S. graminum se faz necessaria.

Vaérios estudos visando avaliar a toxicidade de diferentes concentracdes de proteinas
Cry e Vip recombinantes tém sido realizados em pulgdes. Baixa a moderada toxidade foram
identificadas oferecendo-se proteinas Cry3A, Cry4dAa e CryllAa para o pulgdo
Acyrthosiphon pisum (Porcar et al., 2009) e alta toxidade para Cry41Aal, Cry41Abl
(parasporinas), ViplA e Vip2A (proteinas binarias) contra e Aphis gossypii (Sattar and Maiti,
2011). Ainda assim, a caracterizacdo de novas cepas e genes representa uma ferramenta
importante no desenvolvimento de estratégias de manejo desses insetos. Para isso, a

determinacdo de quais genes cry e/ou vip a cepa de B. thuringiensis apresenta, além da
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caracterizacdo da expressdo génica e proteica é essencial para compreender a toxidade do
isolado contra o inseto alvo. A presenca dos genes cry4A, cryllA, cry51 e vip3A, que tém
demonstrado ser efetivos contra algumas espécies de hemipteras ou que sua aplicacdo ainda
necessita ser explorada, foram avaliados neste estudo. Contudo, obteve-se amplificacdo
apenas do gene vip3A em todas as cepas testadas, inclusive nas de menor patogenicidade. Para
confirmagéo por sequenciamento, 0s DNAs das cepas 1644 e 1648 foram reavaliados com
relagdo aos genes crylB, crylC, crylD e cry2Ab, todos comuns as duas cepas conforme
caracterizacao inicial feita por Pinheiro (2011). A presencas dos genes crylC, crylD e cry2Ab
foram confirmadas, mas os primers para o0 gene crylB se revelaram inespecificos para a
ambas as cepas, embora o fragmento amplificado a partir da cepa 1644 apontou 97% de
similaridade com o gene cry9A. Essa inespecificidade demonstra a imprecisdo de
caracterizacdes moleculares baseadas apenas em PCR. Como o advento das ferramentas de
sequenciamento de segunda geracdo, 0 sequenciamento de todo o genoma bacteriano tem-se
mostrado uma ferramenta poderosa para uma caracterizagcdo molecular mais robusta e precisa
de cepas de B. thuringiensis.

A andlise de expressdo foi realizada para os genes crylDa e cry2Ab ao longo do
crescimento das trés cepas. Nenhuma expressdo foi detectada nas cepas 1644 e 1648,
enquanto o gene cry2Ab foi induzido no final da fase exponencial (7 h) na cepa 1636,
alcancando os niveis substancialmente maiores no final da fase estacionaria e durante o
periodo de esporulacdo. O perfil de proteinas totais foi correlacionado com o de expressao
génica, sendo que somente a cepa 1636 apresentou bandas que podem ser correlacionadas
com proteinas Cry. A banda de 60 kDa tem peso semelhante a da proteina Cry2A (70 kDa)
enquanto que a proteina de pouco mais de 100 kDa é compativel com a proteina codificada
pelo gene crylAc. Embora a expressdo desse Ultimo gene ndo tenha sido avaliada nesse
trabalho, ele foi detectado nessa cepa de acordo com a caracterizacdo realizada por Pinheiro
(2011). No entanto, essa associacdo precisa ser confirmada por meio de técnicas de
hibridizacdo, como Western Blotting.

Analisados em conjunto esses resultados sugerem que a transcricdo desses genes se
inicia algumas horas antes da producdo dos cristais proteicos e estdo de acordo com o
encontrado por Porcar et al. (2014) em um trabalho que analisou a expressdao de genes cryl e
cry2 em diferentes cepas de B. thuringiensis. Esse perfil de expressdo é caracteristico de
varias toxinas inseticidas que sdo sintetizadas durante a fase estacionaria e se acumulam na
célula mde como um cristal que pode representar até 25% do peso seco das células

esporuladas (Agaisse e Lereclus, 1995). Em B. thruringiensis, dois diferentes mecanismos
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regulam a expressao dos genes cry. O primeiro envolve a transcricdo dependente de fatores o
esporulacdo-especificos enquanto o segundo mecanismo é independente de esporulacdo e 0s
genes sdo expressos durante a fase estacionaria, mas em menor extensdo durante o
crescimento vegetativo (Agaisse e Lereclus, 1995; Porcar et al., 2014). Os genes cry2A
(Agaisse e Lereclus, 1995) e crylAc (Bravo et al., 1996) sdo classificados como dependentes
de esporulacgdo, no entanto uma menor expresséo do gene cry2Ab pode ser detectada no final
da fase exponencial (7H) (Poncet et al., 1997; Yang et al., 2012; Porcar et al., 2014). Estudos
prévios encontraram resultados semelhantes e isso sugere que o inicio da transcricdo no fim
da fase exponencial dos chamados genes cry dependentes de esporula¢do € um evento comum
entre cepas de B. thuringiensis (Porcar et al., 2014). Ainda assim, 0s picos maximos de
expressao ocorrem nos tempos de 48 e 72h quando se da inicio ao processo de esporulacao.
Além disso, essa producdo massiva de proteinas ocupa, presumivelmente, uma grande parte
da maquinaria celular (Agaisse e Lereclus, 1995) o que faz com gue poucos genes cry possam
ser transcritos simultaneamente.

Embora as cepas 1636, 1641, 1644 e 1648 tenham se mostrado efetivas para controlar
S. graminum, uma abordagem interessante que podera futuramente ser avaliada € a
capacidade de translocacdo destas bactérias no interior das principais espécies de plantas
atacadas por este pulgdo e sua capacidade de controla-lo usando este sistema. Outro ponto
importante é que estudos mais aprofundados serdo necessarios para investigar quais proteinas
especificamente sdo responsaveis por causar a mortalidade dos insetos. O fato de néo ter sido
possivel detectar expressdo dos genes cry avaliados nas cepas de maior toxicidade destaca a
importancia da analise de expressdo como ferramenta para caracterizacdo molecular e levanta
a possibilidade de que outras proteinas, e ndo apenas Cry, possam estar envolvidas em
processos capazes de controlar insetos. Analisados juntos, esses resultados sdo importantes
para a avaliacdo da efetividade e aplicabilidade Bacillus thuringiensis no desenvolvimento de

uma estratégia de manejo sustentavel de S. graminum no campo.
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Primers COMPOSICAO DA REACAO (1X)  PERFIL DE CICLAGEM
10ng de DNA gendmico
0,5 ul de cada primer (10mM)
2,0 pl Buffer A (10x) 94°C — 5°(1x);
Vip3Af 2,0 10X Buffer A 94°C-1’, 58°C-1°, 72°C-1’ (35x);
1,0 uL de dNTPs (2,5 mM) 72°C-10” (1x)
1 U de enzima Taq polimerse 10°C- o0
(KAPA Biosystems)
10 ng de DNA gendmico
CrydAa 0,5 ul de cada primer (10mM)
2,0 pl Buffer A (10x) 94°C — 5°(1x);
2,0 10X Buffer A 94°C-1’, 58°C-1°, 72°C-1’ (30x);
1,0 uL de dNTPs 2,5 mM, 72°C-10” (1x)
1 U de enzima Taq polimerse 10°C- o
(KAPA Biosystems)
10ng de DNA gendmico
Mix 1: 0,5 pl primer(10mM) F
0,2 pl primer R (10mM) 94°C - 2’(1x);
Mix 2: 0,2 ul primer F (10mM) 94°C —157, 65 a 58°C-207, 72°C-20"’
crylia 0,5 ul primer R (10mM) (8x);
2,0 ul Buffer A (10x) 94°C —15”, 58°C-30", 72°C-30" (32x);
1,0 pL de dNTPs (2,5 mM) 72°C-3°(1x)
1 U de enzima Taq polimerse 10°C-
(KAPA Biosystems)
10 ng de DNA gendmico
0,5 pl de cada primer (10mM) 94°C - 2°(1x);
5 ul de cada primer (10mM) 94°C -15”, 65 a 58°C-20", 72°C-20"’
crys1 2,0 ul Buffer A (10x) (8x);
1,0 pL de dNTPs (2,5 mM) 94°C —15”, 58°C-30", 72°C-30"" (32x);
1 U de enzima Taq polimerse 72°C-3’(1x)
(KAPA Biosystems) 10°C-
10 ng de DNA gendmico 94°C - 2’(1x);
0,3 pl de cada primer (10mM) 94°C -20”, 60 a 53°C-20”, 72°C-20"’
cry51.1 5 ul de cada primer (10mM) (8x);
' 2,0 pl Buffer A (10x) 94°C —20”, 53°C-20", 72°C-20"" (32x);
1,0 pL de dNTPs (2,5 mM) 72°C-3°(1x)
1 U de enzima Taq polimerse 10°C-
(KAPA Biosystems)
10 ng DNA gendmico
0,5 pl de cada primer (10mM) 94°C — 5°(1x):
2,0 ul Buffer A (10x) o~ 15 Erom 13 Mo 15 '
cry51.2 1.0 L de dNTPs (2,5 mM) 9°C-1, S0°C-17, 72°C-1” (35%);

1 U de enzima Taqg polimerase
(KAPA Biosystems)
Continua

72°C-10 (1x)
10°C-
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30 ng de DNA gendmico

crylB 1,0 pl de cada primer (10mM)
5 ul de cada primer (10mM) 94°C - 5°(1x);

crylC 2,0 ul Buffer A (10x) 94°C-1’, 50°C-1°, 72°C-1’ (35x);
1,0 pL de dNTPs (2,5 mM) 72°C-10° (1x)

crylD 1 U de enzima Taq polimerse 10°C- w0
(KAPA Biosystems)

cry2Ab

Conclusao



