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Resumo

O presente trabalho, inserido na Linha de Pesquisa Conserva¢do e Manejo de
Ecossistemas e de Vida Silvestre, objetivou a selecdo de genes cry de Bacillus
thuringiensis que codificam delta-endotoxinas ativas contra insetos-praga do arroz, em
especial contra os representantes das ordens Lepidoptera (Spodoptera frugiperda,
Noctuidae), Coleoptera (Oryzophagus oryzae, Curculionidae) e Hymenoptera
(Acromyrmex, Formicidae), que poderao ser utilizadas no manejo de populagdes desses
insetos. Na sele¢do de B. thuringiensis, ativos contra S. frugiperda ¢ O. oryzae, foram
utilizados isolados obtidos de amostras de solos, coletadas em areas agricolas do Rio
Grande do Sul, os quais foram submetidos a predi¢do da atividade inseticida pela
Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), utilizando os primers que amplificam
fragmentos de DNA correspondentes aos genes cryl, cry2 e cry9 especificos a
lepidopteros e genes cry3, cry7 e cry8 ativos a coleopteros. Os isolados pré-
selecionados, nessa etapa da pesquisa, foram avaliados quanto a toxicidade in vivo
através de bioensaios. Nas pesquisas contra Acromyrmex lundi foram utilizados isolados
de B. thuringiensis obtidos de formigas cortadeiras, sendo estes preliminarmente
avaliados através de bioensaios, onde amostras selecionadas como patogénicas foram
avaliadas por PCR com os primers mencionados anteriormente. Nos isolados obtidos
das amostras de solos, os resultados da PCR revelam a presenca de oito diferentes perfis
genéticos, homogeneamente distribuidos nos solos do Rio Grande do Sul,
predominando os genes crv9 (39,1%). A andlise protéica de B. thuringiensis, por SDS-
PAGE, identificou 14 familias de proteinas Cry, que possivelmente sdo codificadas
pelos genes presentes nos isolados analisados, além de proteinas desconhecidas que
podem representar novos genes cry ainda ndo caracterizados. Considerando os dados da
pré-selecdo por PCR, entre os 46 isolados de B. thuringiensis, oriundos de amostras de
solos, 56,5 e 21,7% foram potencialmente especificos aos lepidopteros e coledpteros,
respectivamente. Para esses isolados, nos ensaios de patogenicidade, a maior
mortalidade corrigida foi 25,0% para S. frugiperda e 53,4% para O. oryzae. Os dados de
isolamento a partir de formigas cortadeiras revelaram 14 amostras correspondentes a B.
thuringiensis, sendo 42,8% ativos contra A. lundi, cuja mortalidade corrigida variou
entre 12,5 e 100,0%. Nesses isolados foram amplificados fragmentos de DNA dos genes
cryl (22,0%) e cry9 (67,0%). Os resultados obtidos através desta pesquisa foram
divulgados em Congressos e Simposios, sendo que um artigo de revisdo bibliografica e
trés artigos com os resultados da pesquisa desenvolvida estdo sendo submetidos a

publicagdo em Periddicos Cientificos.



Abstract

Screening of Bacillus thuringiensis cry genes which codify toxic proteins to the
insects pest of rice-crop

This work, which is part of the Preservation and Management of Ecossystems
and Wild Life research line, has as its aim the selection of the Bacillus thuringiensis cry
genes that codify delta-endotoxins active against rice pest insects, representatives of the
Lepidoptera (Spodoptera frugiperda, Noctuidae), Coleoptera (Oryzophagus oryzae,
Curculionidae) and Hymenoptera (Acromyrmex lundi, Formicidae) orders, which can be
used for the management of those insect populations. In order to select B. thuringiensis
active against S. frugiperda and O. oryzae there have been used isolates from soil
samples that had been collected in agricultural areas in Rio Grande do Sul, and they had
gone through the prediction of insecticidal activity by the Polimerase Chain Reaction
(PCR), with the primers that magnify DNA fragments which correspond to
lepidopterans-specific cryl, cry2 and cry9 genes and coleopterans-specific cry3, cry7
and cry8 genes. The preselected isolates during this phasis of the research, have been
assessed regarding in vivo toxicity, by means of bioassays. In the research against
hymenopterans, B. thuringiensis isolates from leaf-cutting ants were used, seeing that
they had preliminarily been assessed by bioassays against Acromyrmex lundi, in which
samples that had been selected as pathogenic have gone through PCR assessment with
the primers mentioned earlier. As to the isolates from soil samples, PCR results have
shown the presence of eight different genetic profiles evenly distributed throughout the
soil of Rio Grande do Sul, with a prevalence of cry9 genes (39.1%). B. thuringiensis
protein analysis by SDS-PAGE has identified 14 families of Cry proteins, which may be
codified by the genes present in analysed isolates, and unknown proteins as well, that
may represent new and not yet characterized cry genes. Taking into consideration the
data of the preselection by PCR, among the 46 B. thuringiensis isolates from the soil
samples, 56.5 and 21.7% were potencially lepidoptera and coleoptera specific,
respectively. For those isolates, during the pathogenicity assays, the highest corrected
mortality was of 25.0% for S. frugiperda and of 53.4% for O. oryzae. Isolation data
from leaf-cutting ants have shown 14 samples which correspond to B. thuringiensis,
seeing that 42.8% are active against A. lundi, of which the corrected mortality has
ranged from 14.2 to 100.0%. In those isolates, DNA fragments of cryl (22.0%) and
cry9 (67.0%) have been magnified. The results of this research have been announced in
Congresses and Symposiums, seeing that one paper review and three papers with the

results of the research in progress have been published in Scientific Journals.



Introducao

O Brasil ¢ o nono maior produtor de arroz do mundo, tendo produzido em 1999
uma safra de 11,5 milhdes de toneladas de graos. Neste contexto, o Rio Grande do Sul
ganha destaque sendo o lider nacional de producdo de arroz, totalizando 48,5% da
producdo nacional (fonte: SECEX/MDIC, CONAB).

Apesar da alta produtividade, a orizicultura gatcha tem sofrido grandes perdas
devido ao ataque de insetos, entre os quais se destacam algumas espécies de
coleopteros, lepiddpteros e himendpteros.

Na ordem Coleoptera, o inseto Oryzophagus oryzae destaca-se como a principal
praga do arroz irrigado, sendo denominado de gorgulho-aquético ou bicheira-da-raiz-
do-arroz. O inseto adulto mede 3,5mm e as larvas tém aproximadamente 8,5mm de
comprimento. Os adultos e larvas tém hébito aquatico, sendo ageis nadadores. A fémea
fecundada faz sua postura na raiz da planta e apds a eclosdo, as larvas escavam galerias
cortando-as. Apo6s 30 dias, surgem as pupas. Estima-se que a perda da produgdo de
arroz de uma lavoura infestada por O. oryzae possa chegar a 30% (Gallo et al., 1988).
Recentemente foi observado um crescimento populacional deste inseto nas lavouras do
Rio Grande do Sul, sendo que sua distribui¢do estd se modificando da forma localizada
para uma distribuicdo uniformizada em quase todas as regides de cultivo de arroz
irrigado (Vieira et al., 1999).

As lagartas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera) sdo consideradas como
pragas da parte aérea da planta (Gallo ef al., 1988). Estes insetos estdo presentes em
todos os estados brasileiros, caracterizando-se por terem habito alimentar polifago, com
alto poder de destruicdo da parte aérea das plantas. Na cultura do arroz irrigado, as
lagartas representam grande dano entre a emergéncia das plantas e a inundacdo da
lavoura. Nos dois primeiros instares causam pouco dano por rasparem apenas a
epiderme das folhas, porém nos instares seguintes costumam cortar as plantas rente ao
solo, muitas vezes destruindo areas extensas da cultura. Atacam toda a parte aérea da
planta, causando redugdo foliar e conseqiientemente a diminui¢ao da fotossintese (Gallo
et al., 1988; Vieira et al., 1999).

Na ordem Hymenoptera, as principais pragas sdo as formigas cortadeiras que se

caracterizam por serem insetos sociais, vivendo em colonias subterraneas com sua
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populacdo composta de individuos de diferentes tamanhos e formas (Della-Lucia,
1993). Estas formigas estdo distribuidas em dois géneros: Atta e Acromyrmex. As
espécies do género Acromyrmex, constréem ninhos pequenos, geralmente com apenas
uma camara (Gallo et al., 1988). O género Acromyrmex apresenta 18 espécies no Brasil,
sendo que destas, 13 espécies ocorrem no Rio Grande do Sul (Mayhé-Nunes & Diehl-
Fleig, 1994). Em areas de arroz irrigado, no municipio de Cachoeirinha, foram
encontradas as espécies A. crassispinus e A. lundi.

No controle desses insetos-praga, produtos quimicos tém sido utilizados
amplamente nas areas de cultivo de arroz irrigado. Considerando os problemas
relacionados a acdo desses inseticidas sobre outros organismos, a contaminacao de
aguas e residuos em alimentos, faz-se necessario estudos que propiciem métodos
alternativos de controle, os quais podem ser aplicados no Manejo Integrado de
Populagdes de Insetos.

Considerando o controle de insetos com produtos biologicos, que representam
aproximadamente 1% do mercado mundial de pesticidas, podem ser mencionados como
alternativas de métodos de controle bioldgico aqueles produtos onde o ingrediente ativo
trata-se de microrganismos, os quais sdo aplicados de maneira similar a um inseticida
quimico (Melo & Azevedo, 1998).

Entre os microrganismos utilizados no controle biologico, destacam-se as
bactérias que tém sido amplamente estudadas. Bacillus thuringiensis, pertencente a
familia Bacillaceae, tem se revelado promissora para o controle de insetos (Alves,
1998). Essa bactéria, presente no solo, ¢ gram-positiva, esporulante e caracteriza-se por
produzir inclusdes cristalinas durante a esporulacdo, denominadas de cristais, exibindo
alta atividade especifica contra insetos devido a presenca de delta-endotoxinas (Hofte &
Whiteley, 1989). Devido a esta caracteristica, varios bioinseticidas formulados com
isolados de B. thuringiensis tém sido desenvolvidos para o controle de certas espécies
pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera.

As delta-endotoxinas foram classificadas em vdarios grupos protéicos,
denominados Cry (Crickmore et al., 1998). A procura de novas delta-endotoxinas
incentivou o desenvolvimento de técnicas moleculares que proporcionassem uma
selecdo rapida de genes que codificam proteinas Cry, em diferentes isolados de B.

thuringiensis. Varios métodos foram propostos, como a técnica da Reagdo em Cadeia da
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Polimerase, a qual permite a correta identificagdo das familias de genes cry (Ceron et
al., 1995; Juarez-Pérez et al., 1997; Bravo et al., 1998).

Os trabalhos de pesquisa referentes a esta Dissertagdo foram desenvolvidos
durante os anos de 2000 e 2001, através de colaboragdo cientifica e financeira
estabelecida entre o grupo de pesquisa Manejo de Populacdes de Insetos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade do Vale do Rio dos Sinos (Sao Leopoldo, RS) ¢ a
Estacdo Experimental do Arroz do Instituto Riograndense do Arroz (Cachoeirinha, RS).

O presente trabalho objetivou a selecdo de genes cry de B. thuringiensis que
codificam delta-endotoxinas com atividade inseticida as ordens Lepidoptera
(Spodoptera  frugiperda), Coleoptera (Oryzophagus oryzae) e Hymenoptera
(Acromyrmex lundi), as quais poderdo representar alternativas ao Manejo de Populacdes
de Insetos-praga da cultura do arroz. Os resultados obtidos serdo apresentados na forma
de artigos cientificos, sendo esses:

e ARTIGO 1:  Genes cry de Bacillus thuringiensis: uma alternativa biotecnoldgica
aplicada ao manejo de insetos.

e ARTIGO 2:  Distribuicdo de genes cry de Bacillus thuringiensis em isolados de
solos do Rio Grande do Sul.

e ARTIGO 3:  PCR para detec¢ao e selecao de isolados de Bacillus thuringiensis
com potencial toxico a lepidopteros e coleopteros.

e ARTIGO 4:  Patogenicidade de Bacillus thuringiensis isolados de Acromyrmex

spp. (Hymenoptera, Formicidae).
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Capitulo 1

Artigo de Revisao:

GENES CRY DE Bacillus thuringiensis.  UMA
ALTERNATIVA BIOTECNOLOGICA APLICADA AO MANEJO
DE INSETOS
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RESUMO

Devido as propriedades entomopatogénicas, Bacillus thuringiensis (Bt)
representa uma alternativa promissora no controle bioldgico de insetos. Diversas cepas
de Bt t€m sido estudadas por apresentarem atividade altamente toxica a representantes
de varias ordens de insetos, como Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. A toxicidade de Bt
estd relacionada a producdo de endotoxinas inseticidas, as quais sdo codificadas por
genes, denominados cry. Atualmente, estdo identificados mais de 190 genes cry,
distribuidos em 32 classes. A identificagdo e a caracterizacdo de novos genes cry sao
realizadas através das técnicas de PCR, RFLP e RAPD. Estes estudos visam a detec¢ao
de genes cry que codificam proteinas ativas contra insetos de importancia agricola, os
quais podem ser aplicados na obtencdo de plantas geneticamente modificadas ou na
produgdo de biopesticidas, ambos aplicados diretamente no Manejo Integrado de

Pragas.

Palavras-chave: controle microbiano, Bacillus thuringiensis, genes cry, proteinas,

Insecta
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis cry genes: a biotechnological alternative applied to insect

management

Due to its entomopathogenic properties, Bacillus thuringiensis (Bt) represents a
promising alternative to insect biological control. Various Bt strains have been
investigated because they show highly toxic activity against many insect orders, such as
Lepidoptera, Diptera and Coleoptera. The B¢ toxicity relates to the production of
insecticidal toxins, which are coded by the so-called cry genes. More than 190 cry genes
have been identified up to now, comprised into 32 classes. The identification and
characterization of the new cry genes are carried out through the PCR, RFLP and RAPD
techniques. Such investigations aim at the detection of cry genes that codify active
proteins against agriculturally significant insects, which can be applied to the attainment
of genetically modified plants or the production of biopesticides, both directly applied
to the Integrated Pest Management.

Key words: microbiol control, Bacillus thuringiensis, cry genes, proteins, Insecta
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INTRODUCAO

Os inseticidas quimicos utilizados no controle de pragas da agricultura e de
dipteros vetores de doencas epidémicas devem possuir propriedades que confiram-lhes
longa acdo residual e amplo espectro de a¢do. Por outro lado, estas caracteristicas, ao
longo do tempo, t€m trazido sérios problemas ambientais (Van Frankenhuyzen, 1993).
Devido aos riscos que os produtos quimicos oferecem ao homem e animais domésticos,
ha necessidade de diminuir sua liberagdo em nosso ecossistema (Lacey & Lacey, 1990).
Considerando o alto custo da produg@o de inseticidas quimicos, tornam-se necessarias
alternativas a diminui¢do de seu uso (Margalith, 1989). Nesse contexto, o uso de
agentes microbianos, particularmente da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), no controle
de insetos, tende a aumentar significativamente. Desde o seu descobrimento no inicio do
século XX por Berliner (Berliner, 1911, 1915), até a atualidade, diversos trabalhos tém
sido realizados com esta bactéria devido a sua alta agdo inseticida especifica. A agdo
entomopatogénica de Bt esta relacionada com a producao de um corpo parasporal,
também conhecido como cristal, composto por um agregado de proteinas inseticidas
codificadas por genes, denominados cry (Hofte & Whiteley, 1989). Varios formulados
de Bt estdo disponiveis no comércio e representam uma ferramenta valiosa nos sistemas
de Manejo Integrado de Insetos Pragas. Porém, as formulagdes ainda apresentam
limitagdes no controle dos insetos. A principal barreira consiste no habito alimentar de
varios insetos, visto que estes produtos tém sido aplicados na superficie das plantas por
pulverizacdo e muitos fitofagos atacam tecidos internos das plantas ou até mesmo
raizes. Como a toxina produzida por esta bactéria atua somente ap6s ingestao (Schnepf
et al., 1998), torna-se praticamente impossivel uma a¢do contra os insetos endofiticos.
Dessa forma, o futuro das pesquisas com B¢ tem se direcionado a biotecnologia e
biologia molecular, visando a obtengdo de plantas geneticamente modificadas (Betz et
al., 2000) capazes de expressar genes de delta-endotoxinas caracterizados € com agao

conhecida sobre os insetos (Ely, 1993; Peferoen, 1997; Schuler et al., 1998).

CLASSIFICACAO DOS GENES CRY
Os genes cry foram classificados por Hofte ¢ Whiteley (1989) de acordo com
sua estrutura molecular, bem como seu alcance de hospedeiros. Os referidos autores

mencionam a classificacdo de 13 genes cry, os quais foram distribuidos em quatro
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classes. Recentemente, Crickmore et al. (1998) relataram o trabalho de revisdo da
nomenclatura dos genes cry, mencionando a existéncia de aproximadamente 100 genes
cry, agrupados em 22 classes. Na nova nomenclatura destes genes, os numerais romanos
que apareciam em primeiro lugar apos a sigla cry, foram trocados por numerais arabicos
a fim de comportar o crescente nimero de novas proteinas. Atualmente, ja foram

encontrados mais de 190 genes cry, os quais estdo distribuidos em 32 classes (Tabela 1).

EXPRESSAO DE GENES CRY

O genoma de Bt varia de 2,4 a 5,7 milhdes de pares de bases, sendo que a
maioria dos isolados apresenta elementos extracromossomicos lineares ou circulares
(Carlson et al., 1994). Os genes cry estdo localizados em plasmidios e muitos isolados
de Bt possuem diversos genes cry responsaveis pela sintese de diferentes proteinas
inseticidas (Lereclus et al., 1993). Durante seu desenvolvimento, Bt passa por duas
fases, a fase vegetativa e a estacionaria, semelhantes ao desenvolvimento de Bacillus
subtilis. A primeira fase caracteriza-se pelo crescimento exponencial das células de Bz,
momento em que h4 grande disponibilidade de nutrientes no meio. A transcricdo de
genes neste momento & feita principalmente pelo fator sigma-A (c”). A fase
estacionaria ocorre quando o meio se torna hostil e a bactéria adapta-se a diminuicao de
nutrientes através de mecanismos genéticos. Nesta fase ocorre a fosforilagdo da proteina
Spo0A, a qual ativa a transcricdo de varios genes em B. subtilis, dentre eles os fatores
sigmas GH, e GF, 0s quais controlam a esporulacao (Smith, 1993; Haldenwang, 1995;
Lereclus et al., 2000). A expressdo dos genes cry de Bt geralmente ocorre na fase
estacionaria da célula, acumulando seu produto na célula mae, na forma de uma
inclusdo cristalifera, a qual é liberada no meio ao final da esporulagao (Lereclus et al.,
2000). Esta inclusdo pode representar cerca de 25% do peso seco de células ja
esporuladas (Agaisse & Lereclus, 1995). Apesar da expressdo dos genes cry estar
estreitamente relacionada ao evento da esporulacdo, existem genes cry que sao

expressados independentemente da esporulagao (Agaisse & Lereclus, 1995).
Genes cry dependentes da esporulaciao

Um tipico exemplo de gene cry dependente de esporulagdo ¢ o crylAda, o qual

codifica proteinas toxicas para lepidopteros. A transcricdo desse gene ¢ efetuada por
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dois sitios iniciadores, denominados Btl e BtIl. O primeiro ¢ ativo entre o ¢, € 0 #5 da
esporulagdo e BtII ¢ ativo a partir de #5, considerando ¢, como n horas apos o fim da fase
exponencial (Agaisse & Lereclus, 1995). Brown e Whiteley (1988), a partir de
experimentos in vitro revelaram que a transcri¢do, a partir de Btl, ¢ iniciada por uma
RNA polimerase contendo um fator sigma alternativo 6>>. A transcrigio a partir de BtII
¢ iniciada por uma forma de RNA polimerase contendo outro fator sigma alternativo,
denominado ¢*® (Brown & Whiteley, 1990). Os genes codificantes dos fatores 6> ¢ 6°°
foram clonados e seqiienciados e sua seqiliéncia de aminoacidos deduzida, mostrou 88 e
85% de identidade com os fatores 6" e o~ de B. subtilis, respectivamente (Adams et al.,
1991).

Mutantes de 6" ¢ 6~ de Bt foram construidos para a anélise da expressdo génica
de crylAa (Bravo et al., 1996). Os resultados demonstraram que esses dois fatores
sigma regularam a expressdo de cryl4a’-‘lacZ . O mutante c~ mostrou atividade de B-
galactosidase aproximadamente 50% menor que a cepa selvagem, sendo que a sintese
de B-galactosidase no mutante c* foi nula, indicando que estes dois fatores estio
envolvidos na transcricdo de cryl4a. A comparagdo de outros promotores de genes cry
mostrou similaridade entre crylda e outros genes, como: cry4Aa, cry4Ba, cryllAa,
cryl5Aa (Brizzard et al., 1991; Brown, 1993; Yoshisue et al., 1993; Dervyn et al.,
1995; Zhang et al., 1998).

Genes cry que nao dependem da esporulacao

O gene cry34, codificante de uma toxina ativa para coledpteros, foi isolado da
cepa Bt tenebrionis e representa um exemplo tipico de gene cry nao dependente de
esporulacdo. Este gene ¢ expresso durante a vida vegetativa da célula, porém de uma
maneira menos intensa que na fase estaciondria (Sekar, 1988; De Souza et al., 1993).
Embora o promotor do gene cry34 seja fraco, este é significativamente expressado
durante a fase vegetativa, diferentemente do promotor cryl/A4a. Sua ativagao ocorre no
final da fase de crescimento exponencial, sendo expressado de # a t;9, durante a fase
estacionaria (Lereclus et al., 2000). Ao contrario de Btl e BtIl, o promotor de cry34
assemelha-se aos promotores reconhecidos pelo fator o®. A analise génica de Bt
(Salamitou et al., 1996) e B. subtilis (Agaisse & Lereclus, 1994; Baum & Malvar,

1995), mostra que a expressdo do gene cry34 nao ¢ dependente dos fatores sigma
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especificos de esporulagdo, além de ter sua expressao aumentada em isolados mutantes
incapazes de iniciar a esporulagdo (Lereclus et al., 1995). Os resultados da ativagdo da
transcricdo de cry3A4, na fase estaciondria, devem-se ao mecanismo independente da

esporulacdo, ainda ndo caracterizado (Lereclus et al., 2000).

Numero de copias de genes cry

Algumas cepas de Bt, como a kurstaki HD73, possuem apenas uma coOpia de
gene cryl, mas sintetizam cristais bipiramidais em quantidades semelhantes aquelas
produzidas por cepas que apresentam trés ou quatro diferentes genes cryl. Assim, a
quantidade de proteina produzida ndo esta diretamente relacionada com o numero de
copias de genes cry, pois a capacidade de producdo de proteina pela célula pode ser
elevada. A sintese protéica atinge um limite maximo, com um certo numero de copias
de genes cry na célula, acima deste nao ha acréscimo na sintese (Agaisse & Lereclus,
1995). Estudos utilizando genes de Bf clonados em outras espécies do género Bacillus
mostram que um alto nimero de copias de plasmidios causam distlrbios fisiologicos

nas células e impedem sua esporulagdo (Donovan ef al., 1988).

DIVERSIDADE DE GENES CRY

A busca de novos isolados de Bt e sua caracterizagcdo tem sido realizada por
diversos grupos de pesquisa em todo o mundo. Estes novos isolados tém sido
importantes para o controle de insetos, pois representam novas alternativas no Manejo
Integrado de Pragas. O principal método utilizado para obteng¢ao de novos isolados de
Bt tem sido sua procura em diferentes substratos, como folhas e insetos mortos (Hansen
et al., 1998). Porém como esta bactéria ¢ naturalmente encontrada no solo, a maioria
dos trabalhos concentram-se neste habitat como fonte de novos isolados (Landén et al.,
1994; Ohba & Aratake, 1994; Hossain et al., 1997). Apds o isolamento bacteriano, a
microscopia de contraste de fase permite verificar a presenga do cristal, sendo esta
seguida pela caracterizacdo sorologica, com base nos antigenos flagelares (H). Estes
métodos t€m sido considerados muito trabalhosos as pesquisas que envolvam analise da
diversidade ou montagem de um banco de Bf. Atualmente, a técnica da Reacdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) tem sido amplamente utilizada a detec¢do de novos genes

cry (Valicente et al., 2000; Hansen & Hendriksen, 2001; Ben-Dov et al., 2001), onde os
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primers utilizados podem ser desenhados a partir de regides conservadas destes genes.
A PCR tem sido utilizada também em combinacdo com ‘“Polimorfismo no
Comprimento de Fragmento de Restricdo — RFLP” (Kuo & Chark, 1996) e
“Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso — RAPD” (Hansen et al., 1998).
Juarez-Pérez et al. (1997) desenvolveram um método baseado em PCR para a detecgao
de novos genes cry de Bt, denominada E-PCR de exclusdo. Esta técnica foi realizada
utilizando trios de primers para cryl, sendo dois no sentido senso (um generalista, o
qual detecta a classe de genes cryl, e um especifico para identificar as sub-classes,
crylA) e um anti-senso (generalista para cryl). O produto esperado representa o
resultado da competicdo entre o primer generalista e o especifico (primers senso) para a
extensdo com o primers anti-senso generalista. Os resultados foram interpretados de
acordo com o peso molecular dos fragmentos amplificados. A amplificacdo simultinea
dos primers generalistas e de um mix dos especificos resultaria no desaparecimento da
banda do generalista quando os genes estudados fossem conhecidos. Caso o gene nao
fosse reconhecido pelos primers especificos, a banda seria resultado da amplificacdo

com os primers generalistas e conteria essencialmente o gene cry/ ndo detectado.

ESPECIFICIDADE DAS PROTEINAS CODIFICADAS POR GENES CRY

As proteinas cry de Bt t€ém mostrado atividade inseticida altamente especifica
entre as diversas ordens de insetos. Dentre os insetos suscetiveis a Bt, destacam-se as
ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Zhong et al., 2000). Recentemente, estudos
sobre a acdo das proteinas cry em outras ordens, como Hymenoptera, Homoptera,
Orthoptera e Malophaga, tém sido divulgados (De Maagd et al., 2001; Feitelson ef al.,
1992), sendo que algumas proteinas cry mostram atividade contra nematodeos
(Marroquin et al., 2000). As toxinas cry, individualmente, apresentam atividade

especifica contra as ordens de insetos, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo e nomenclatura atualizada dos genes cry de Bacillus thuringiensis.

Sub-

Proteina

Classe Genes Tocicidade
Classe (=kDa)
1 A cry1lAat, cry1Aa2, cry1Aa3, cry1Aa4, cry1Aab, cry1Aa6, cry1Aa7, cry1Aa8, cry1Aa9, 130 - 134 L/D
cry1Aat10, cry1Aali, cry1Aa12, cry1Ab1, cry1Ab2, cry1Ab3, cry1Ab4, cry1AbS, cry1Ab6,
cry1Ab7, cry1Ab8, cry1Ab9, cry1Ab10, cry1Ab11, cry1Ab12, cry1Ab13, cry1Ab14,
cry1Ab15, cry1Ab-like, cry1Ab-like, cry1Ab-like, cry1Ac1, cry1Ac2, cry1Ac3, cry1Ac4,
cry1AcS, cry1Ac6, cry1Ac7, cry1Ac8, cry1Ac9, cry1Ac10, cry1Ac11, cry1Ac12, cry1Ac13,
cry1Ad1, cry1Ad2, cry1Ae1, cry1Af1, cry1Ag1, cry1Ah1, cry1A-like
B cry1Bat, cry1Ba2, cry1Ba3, cry1Bb1, cry1Bc1, cry1Bd1, cry1Be1 139 - 140 L
C cry1Ca1, cry1Ca2, cry1Ca3, cry1Ca4, cry1Ca5, cry1Cab [1], cry1Ca7, cry1Ca8, cry1Cb1, 133 - 134 L
cry1Cb2
D cry1Da1, cry1Da2, cry1Db1, cry1Db2 131-132 L
E cry1Eat, cry1Ea2, cry1Ea3, cry1Ea4, cry1Eab, cry1Ea6, cry1Eb1 133-134 L
F cry1Fat, cry1Fa2, cry1Fb1, cry1Fb2, cry1Fb3, cry1Fb4, cry1Fb5 132-134 L
G cry1Ga1l, cry1Ga2, cry1Gb1, cry1Gb2 132-133 L
H cry1Ha1, cry1Hb1, cry1H-like 131-133
| cryllail, crylla2, cryila3, crylla4, cry1la5, cry1la6, crylla7, cryila8, cry1lb1, cryllct, 81 L/C
cry1ld1, crytlet, cry1l-like
J cry1ldat, cry1db1, cry1Jct 133-134 L
K crylKat 137 L
- cry1-like - -
2 A cry2Aatl, cry2Aa2, cry2Aa3, cry2Aa4, cry2Aab, cry2Aa6, cry2Aa7, cry2Aa8, cry2Aa9, 70-71 D/L
cry2Ab1, cry2Ab2, cry2Ab3, cry2Ab4, cry2Act, cry2Ac2, cry2Ad1
3 A cry3Aat, cry3Aa2, cry3Aa3, cry3Aa4, cry3Aab, cry3Aa6, cry3Aa7 73 C
B cry3Ba1, cry3Ba2, cry3Bb1, cry3Bb2, cry3Bb3 74 -75 C
C cry3Cat 73 C
4 A cry4Aat, cry4Aa2 135 -
B cry4Ba1, cry4Ba2, cry4Ba3, cry4Ba4 128 D
5 A crybAat, cry5Ab1, cry5Act 135-152 N/H
B cry5Bat 140 H
6 A cry6Aat 54 N
B cry6Bat 44 N
7 A cry7Aaft, cry7Ab1, cry7Ab2 129 -130 C
8 A cry8Aat 131 C
B cry8Bat 134 Cc
C cry8Ca1t 130 C
9 A cry9Aa1t, cry9Aa2 130 L
B cry9Bat - -
C cry9Ca1t 130 L
D cry9Da1, cry9Da2 132 -
E cry9Eat, cry9Ea2 130 -
- cry9 like - -
10 A cry10Aa1, cry10Aa2 78 D
11 A cry11Aat, cry11Aa2 72 D
B cry11Ba1, cry11Bb1 81-84 D
12 A cry12Aat 142 N
13 A cry13Aat 88 N
14 A cry14Aat 132 C
15 A cry15Aat 38 L
16 A cry16Aat 71 D
17 A cry17Aat 71 D
18 A cry18Aat 79 C
B cry18Ba1 76 C
C cry18Cat 78 C
19 A cry19Aa1 75 D
B cry19Ba1 78 D
20 A cry20Aat 86 D
21 A cry21Aat, cry21Aa2 132 N
22 A cry22Aa1t 79 H
23 A cry23Aa1t - -
24 A cry24Aa1t 75 -
25 A cry25Aat 76 -
26 A cry26Aat 131 -
27 A cry27Aat 94 -
28 A cry28Aa1, cry28Aa2 126 -
29 A cry29Aa1t - -
30 A cry30Aat - -
31 A cry31Aat - -
32 A cry32Aa1 - -

L- Lepidoptera; C- Coleoptera; D- Diptera; H- Hymenoptera; N- Nematoda
Fonte: http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/.
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PERSPECTIVAS

Bacillus thuringiensis tem sido o agente bioldgico mais utilizado para o controle
de insetos. De acordo com Van Rie (2000), apesar desta ampla aplicagcdo, as
formulagdes disponiveis no mercado apresentam algumas limitacdes quando
comparadas aos inseticidas quimicos, como: pouco eficazes a insetos endofiticos
(devido ao habito alimentar deste grupo) e as proteinas Cry sdo facilmente degradadas
pela radiacdo ultra-violeta (apés aplicagdo). Considerando essas desvantagens, as
plantas geneticamente modificadas com genes cry de interesse podem representar uma
alternativa vidvel junto aos programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP). Diversos
genes cry ja foram transferidos a plantas, como por exemplo algodao (Perlak et al.,
1990), batata (Adang et al., 1993), milho (Koziel et al., 1993), arroz (Nayak et al.,
1997), revelando que diferentes genes cry podem ser combinados e introduzidos em
plantas, aumentando o espectro de agdo inseticida (Schuler et al., 1998). No MIP, tanto
as formulacdes a base de Bt, ja disponiveis no mercado, quanto as plantas
geneticamente modificadas, podem representar ferramentas importantes no controle de
populacdes de insetos. Por outro lado, esses métodos ndo devem ser considerados como
a Unica alternativa, mas como parte de um conjunto de métodos de controle de pragas
que visa manter as populagdes de insetos abaixo do nivel de dano econdmico, com

reducdo de riscos e problemas nos agroecossistemas.
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ABSTRACT

Distribution of cry genes of Bacillus thuringiensis isolates from soils of Rio Grande

do Sul

Minor environmental impact and new alternatives for insect control are of
increasing interest nowadays. In that context the microbial control using negative
interactions as a natural basis for biological control of pests appears. Bacillus
thuringiensis (Bf) emerges, among several, as a toxic protein producer for various
species of insects which are codified by cry genes. Due to that characteristic more than
40.000 strains of Bt were already isolated and around 190 cry genes identified. New
isolates of Bt with toxic activity for different species of insects are being searched by a
number of new studies with interest on technologies of low environmental impact. The
state of Rio Grande do Sul (RS) has a limited number of studies on Bz. Our research had
the objective of detect six families of cry genes of Bf obtained from soil samples from
RS. Genetic and proteic profiles of 46 isolates were evaluated. Using the PCR 47.82%
of cry9 genes, followed by 15.21% of cry3, 6.52% of cryl and cry7, and 2.17% of cry2
were detected. Eight different genetic profiles were identified, and the most frequent
was the profile cry9 (39.13%). The proteic analysis of Bt by SDS-PAGE, identified 14
families of Cry proteins, that possibly are coded by the genes presents in the isolates
analyzed. Beside the unknown proteins that can represent new cry genes not

characterized yet.

Key words: biological control, entomopathogen, bacterial, insect.
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RESUMO

Estudos visando a descoberta de novas alternativas para o controle de insetos,
com menor impacto ambiental, tém sido intensificados. Nesse contexto, surge o controle
microbiano de insetos, o qual utiliza intera¢des negativas, como a base natural para o
controle bioldgico de pragas. Entre os diversos patdgenos de insetos, destaca-se a
bactéria Bacillus thuringiensis (Bf), caracterizada pela producdo de proteinas toxicas a
representantes de diversas ordens de insetos, as quais sdo codificadas por genes cry.
Devido a esta caracteristica, mais de 40.000 cepas de Bt ja foram isoladas e cerca de 190
genes cry caracterizados. O interesse em utilizar tecnologias com menor impacto
ambiental, t€m impulsionado vérias pesquisas a selecionar novos isolados de Bt com
atividade toxica para diferentes espécies de insetos. Considerando que no Rio Grande
do Sul (RS), os dados sobre Bt sdo limitados, essa pesquisa objetivou a detec¢do de seis
familias de genes cry de Bt, isolados de amostras de solos do RS. Neste estudo foram
avaliados os perfis genéticos e protéicos de 46 isolados de Bt obtidos de solos do RS.
Através da PCR foi detectada a presenca de genes cry9 em 47.82% dos isolados
analisados, seguido de cry3 (15.21%), cryl e cry7 (ambos com 6.52%) e cry2 (2.17%).
Oito diferentes perfis genéticos foram identificados, sendo que o mais freqiiente foi o
perfil cry9 (39.13%). A analise protéica de Bt por SDS-PAGE, identificou 14 familias
de proteinas Cry, que possivelmente sdo codificadas pelos genes presentes nos isolados
analisados, além de proteinas desconhecidas que podem representar novos genes cry

ainda ndo caracterizados.

Palavras chave: controle bioldgico, entomopatdgenos, bactérias, insetos
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INTRODUCAO

A contaminagdo ambiental com elementos quimicos téxicos, incluindo o uso de
pesticidas na agricultura, tem aumentado a cada ano. Estudos visando a descoberta de
novas alternativas para o controle de insetos, com menor impacto ambiental, tém sido
crescentes. Nesse contexto, surge o controle microbiano de insetos, o qual utiliza as
interacdes negativas, como predacao e parasitismo, como a base natural para o controle
bioldgico de pragas (4).

Virios agentes microbianos foram estudados para a supressdo de populagdes de
insetos que causam danos em lavouras e demais plantas (2, 3), sendo descobertos
diversos patdgenos bacterianos, destacando-se Bacillus thuringiensis (Bt).

Bt atende aos requisitos de um agente de controle microbiano, tendo como sua
principal caracteristica a producdo de cristais inseticidas durante a esporulacdo. Estes
cristais consistem em proteinas codificadas por diferentes genes, denominados cry, os
quais conferem a agao toxica de Bt a insetos de diversas ordens, principalmente
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (9). Devido a esta caracteristica, mais de 40.000
cepas de Bt ja foram isoladas e cerca de 190 genes cry caracterizados. As informagdes
sobre o0s genes ja caracterizados estdo disponiveis na internet pelo endereco:
http.://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/.

O crescente interesse em utilizar tecnologias com menor impacto ambiental e as
propriedades entomopatogénicas desta bactéria altamente varidveis, t€m impulsionado
varias pesquisas a selecionar isolados de Bt com atividade téxica para diferentes
espécies de insetos (12). Atualmente a procura de genes que sintetizam as proteinas
inseticidas de Bt tem sido feita através da Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR),
técnica molecular que tem se mostrado uma ferramenta valiosa a predi¢do da atividade
inseticida de novos isolados.

Considerando que no Rio Grande do Sul (RS), os dados sobre Bt sao limitados,
essa pesquisa objetivou a deteccdo de seis familias de genes cry de Bt, isolados de

amostras de solos do RS, com atividade inseticida as ordens Lepidoptera e Coleoptera.

MATERIAL E METODOS
Isolados bacterianos: as cepas Bt tenebrionis cry3A e Bt aizawai HA3 foram

fornecidas pelo Instituto Pasteur (Franca) e os demais 46 isolados de Bt utilizados neste
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estudo foram obtidos de 29 amostras de solos de areas cultivadas de arroz irrigado,
coletadas em dez municipios do RS no periodo de julho e novembro de 1999 (1).

Preparo das amostras e PCR: os isolados de Bt foram crescidos em Agar
Nutriente durante 12 horas a 30°C. A extracdo de DNA total foi realizada segundo
Hansen & Hendriksen (8). Os seis pares de primers sintetizados para este estudo
visando a detec¢dao de genes cryl, cry2, cry3, cry7, cry8 e cry9, foram descritos por
Ben-Dov et al. (5, 6) e Bravo (7). A amplificacdo foi realizada em termociclador
regulado para 35 ciclos de reacdo cada. As reagdes foram realizadas em volumes de
25uL que consistiam em 1puL. de amostra de DNA com o tampao de reagdo, 0,2 mM de
cada ANTP, 0,2 a 0,5 pM de cada primer e 0,5U de Tag DNA polymerase (GIBCO-
BRL). As amostras foram desnaturadas 1 min a 94°C, aneladas aos primers por 40-50s a
60°C e a extensdo dos produtos da PCR foi realizada por 50-90s a 72°C. Como controle
positivo, os experimentos foram associados a amostras de Bt ja caracterizadas
molecularmente e um controle negativo, sem adicdo de DNA. Os fragmentos obtidos
foram analisados em gel de agarose a 1 e 1,5%.

Analise protéica por SDS-PAGE: a composi¢cdo do complexo esporo-cristal foi
analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida de s6dio dodecyl sulfato a 10%.
Para cada isolado, uma aliquota bacteriana crescida em Agar Nutriente foi cultivada em
meio LB por 48 h. As amostras foram preparadas com 15uL das suspensdes bacterianas,
0,125M Tris-Cl pH6,8, 4% SDS, 20% Glicerol, 10% Mercaptoetanol e 0,1%
Bromofenol Blue. Em seguida, aquecidas a 100°C por 10 min, centrifugadas 10.000

rpm por 30s. O SDS-PAGE foi realizado de acordo com o método descrito por Laemmli
(10).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de PCR, ilustrados na Figura 1, revelaram amplificagdes de

fragmentos de DNA semelhantes aos controles positivos para genes cryl, cry2, cry3,

cry7 e cry9, sendo que os genes cry8 nao foram detectados nas amostras testadas.
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Figura 1. Géis de agarose (1-1,5%) de produtos amplificados por PCR. M: Marcador de
Peso Molecular 100bp (Gibco BRL); CN: Controle Negativo. (A) Produtos amplificados de genes cry/;
Al: Bt aizawai HA3; A2: 2023-10. (B) Produtos amplificados de genes cry2; canaletas B1: Bt aizawai
HA3; B2: 2023-10. (C) Produtos amplificados de genes cry3; Cl: Bt tenebrionis Cry34; C2: 2017-9.
(D) Produtos amplificados de genes cry7; D1: Bt aizawai HA3; D2: 1489-3. (E) Produtos amplificados
de genes cry9; E1: Bt aizawai HA3; E2: 3420-12.

Em ordem decrescente de freqiiéncia, os isolados contendo genes cry9 foram os
mais abundantes, representando 47,82% dos isolados analisados, seguido de cry3
(15,21%), cryl e cry7 (ambos com 6,52%) e cry2 (2,17%).

Os isolados que nao foram amplificados por PCR com nenhum dos seis pares de
primers de genes cry, mas foram identificados por microscopia apresentando inclusdes
cristalinas, totalizaram 36,95% das amostras. Este resultado sugere que tratam-se de
isolados de B. thuringiensis contendo genes ndo identificados pelos primers utilizados
ou novos genes cry ainda ndo caracterizados.

Os resultados obtidos mostraram que a freqiiéncia de genes cry9 encontrados
neste trabalho diferem dos resultados encontrados por Bravo et al. (7) que totalizou
apenas 2,60% dos isolados analisados e também da freqiiéncia de 10,20% encontrada
por Ben-Dov et al. (5). No presente trabalho, os genes cryl foram encontrados em
apenas 6,52% dos isolados, diferindo de Bravo et al. (7), que relataram sua

predominancia nos isolados de B. thuringiensis analisados, identificando-os em 49,50%
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das amostras. Os genes cry3 apresentaram a segunda maior freqiiéncia neste estudo,
sendo semelhante aos resultados de Bravo et al. (7), que também encontraram uma
freqiiéncia alta para estes genes, representando 21,70% dos isolados. Por outro lado,
Ben-Dov et al. (5) ndo identificaram estes genes nos isolados analisados.

A maioria dos isolados de Br contém diversos genes cry em diferentes
combinagdes. Neste trabalho foi analisado o perfil genético e protéico dos isolados. O
perfil genético foi avaliado quanto a distribuicdo dos genes cry entre os isolados. A
Tabela 1 mostra os oito diferentes perfis genéticos obtidos e sua freqiiéncia entre os 46
isolados analisados. Os resultados mostraram que a ocorréncia dos genes cry9 foi
observada como o perfil unico em 39,13% dos isolados e também associada a presenca
dos demais genes cry detectados. Entretanto, os genes cryl e cry2 foram encontrados

somente em perfis associados com outros genes, ndo ocorrendo isoladamente.

Tabela 1. Composicao e freqiiéncia dos perfis de genes cry presentes nos isolados de

Bacillus thuringiensis.

Numero de isolados Genes % de deteccao
18 cry9 39,13
17 Nao amplificaram 36,95
4 cry3 8,70
2 cry9, cry3 4,35
1 cry9, cry7 2,17
1 cry3, cryl 2,17
1 cryl, cry7 2,17
1 cry9, cryl, cry2 2,17
1 cry’7 2,17

A andlise protéica por SDS-PAGE dos isolados de Bt mostrou perfis altamente
variaveis. Através de uma comparagdo entre os pesos moleculares obtidos e os pesos
conhecidos para as proteinas Cry, foram identificadas 14 classes de proteinas Cry que

possivelmente sejam codificadas pelos isolados analisados (Tabela 2).
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Tabela 2. Classes de proteinas Cry identificadas nos isolados de Bacillus thuringiensis.

Peso molecular _ Peso molecular '
(-kDa) Classe N°de isolados (-kDa) Classe  N°de isolados
130-140 Cryl 2 72-84 Cryll 3

70-71 Cry2 1 88 Cryl3 1
128-135 Cry4 2 38 Cryl5 1
135-152 Cry5 1 76-79 Cryl8 3
129-130 Cry7 2 75-78 Cryl9 1
130-134 Cry8 2 86 Cry20 8

78 Cryl0 1 79 Cry22 3

Além das proteinas com pesos moleculares conhecidos e caracteristicos, diversas
encontradas ndo correspondem as proteinas Cry ja caracterizadas (12). Algumas destas
podem representar novos genes cry ainda ndo caracterizados.

Quatro isolados apresentaram varias bandas pequenas com baixo peso
molecular. Este resultado pode ser devido a degradacdo das proteinas do cristal (11).

Os resultados do presente estudo sugerem que os isolados de Bt, provenientes de
solos do Rio Grande do Sul, apresentam uma grande diversidade de genes cry. Cinco
classes foram identificadas molecularmente, além da caracterizagdo de proteinas que

indicam a presenca de novos perfis genéticos e protéicos.
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ABSTRACT

PCR to detect and select Bacillus thuringiensis isolates with insecticidal potential to

Lepidoptera and Coleoptera

By aiming at the screening of six groups of Bt cry genes which codify active
proteins for harmful rice-fields coleopteran and lepidopteran, 46 Bt isolates from soil
samples of rice-fields in Rio Grande do Sul (RS) have been tested for PCR. The Bt
isolates have been grown in Agar Nutrient for 12 hours, and they have gone through
DNA total extraction. The magnified fragments have been analysed in 1-1.5% agarose
gels. Results concerning the amount of the screenings isolates show that 56.51% were
potencially lepidopterans specific (cryl, cry2 and cry9), and 21.73% were coleopteran
specific (cry3 and cry7/8), with a homogeneous distribution among the rice-fields areas
in Rio Grande do Sul. Cry2 genes were the only ones to be located solely in the
Northshore area. In tests with Spodoptera frugiperda larvae the highest corrected
mortality was equivalent to 25% for Bt 2027-1 isolate, which was characterized by the
presence of cry9 genes. Still regarding the same species, toxicity tests carried out by
means of purified proteins of Bt aizawai HD68 indicate a CLsy of 9.38 pg/uL. Bt 2014-
2 isolate has brought about 53.4% of corrected mortality of Oryzophagus oryzae larvae,
which has been preselected because of the presence of cry3 genes. Bioassay results
confirm the prediction of Bt activity by PCR, which must have a straight relationship to

the cry genes that codify specific insecticidal proteins.

Key words: Bacillus thuringiensis, PCR, Bioassay, Lepidoptera, Coleoptera
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RESUMO

Visando a selecdo de seis grupos de genes cry de Bt, que codificam proteinas
ativas para coleopteros e lepidopteros prejudiciais a cultura do arroz, 46 isolados de Bt
provenientes de amostras de solos das regides orizicolas do Rio Grande do Sul (RS),
foram testados por PCR. Os isolados de Bt foram crescidos em Agar Nutriente durante
12 horas e submetidos a extragdo de DNA total. Os fragmentos amplificados foram
analisados em gel de agarose a 1-1,5%. Os resultados referentes ao total de isolados
selecionados mostram que 56,51% foram potencialmente especificos a lepidopteros
(cryl, cry2 e cry9) e 21,73% a coledpteros (cry3 e cry7/8), tendo sua distribuicdo
homogeénea entre as regides orizicolas do RS. Apenas os genes cry2 foram localizados
somente na regido Litoral Norte. Nos testes com lagartas de Spodoptera frugiperda a
maior mortalidade corrigida foi equivalente a 25,0% para o isolado Bt 2027-1, o qual
caracterizou-se pela presenca de genes cry9. Para a mesma espécie, os testes de
toxicidade através de proteinas purificadas de Bt aizawai HD68 revelaram uma CLs, de
9,38 ng/uL. O isolado Bt 2014-2 causou 53,4% de mortalidade corrigida as larvas de
Oryzophagus oryzae, tendo sido esse pré-selecionado pela presenca de genes cry3. Os
resultados dos bioensaios confirmam a predi¢do da atividade de B¢ por PCR a qual deve
estar diretamente relacionada aos genes cry que codificam proteinas inseticidas

especificas.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, PCR, Bioensaios, Lepidoptera, Coleoptera.
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INTRODUCAO

Atualmente, varios estudos visam a diminuicdo do uso de produtos quimicos no
controle de insetos-praga da agricultura, devido aos riscos que oferecem ao homem e ao
ecossistema (Lacey & Lacey, 1990). Assim, o controle microbiano torna-se uma
alternativa no Manejo Integrado de Pragas (MIP), com baixo impacto ambiental. Dentre
0s microrganismos entomopatogénicos, destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt),
a qual produz corpos paraesporais, também conhecidos como cristais, compostos por
proteinas inseticidas codificadas por genes denominados cry (Hofte & Whiteley, 1989).

A procura dos genes cry de Bt tem sido feita através da Reagdo da Polimerase
em Cadeia (PCR), a qual se aplica na predigdo da atividade inseticida de novos isolados
de Bt (Juarez-Pérez et al., 1997; Hansen et al., 1998; Schnepf et al., 1998).

Na regido sul do Brasil, a cultura do arroz irrigado tem grande importancia
econdmica, porém vem sofrendo perdas pelo ataque de insetos fitofagos, principalmente
das ordens Lepidoptera e Coleoptera (Gallo et al., 1988).

Dentre os coledpteros, Oryzophagus oryzae € considerado o principal inseto
prejudicial, devido ao habito alimentar rizéofago de suas larvas, que torna dificil o
controle. Estes insetos podem ocasionar perdas de producdo na ordem de 10 a 30%
(Prando, 1999).

Da ordem Lepidoptera, as lagartas de Spodoptera frugiperda danificam a parte
aérea das plantas, representando grandes danos entre a emergéncia das plantas e a
inundacao da lavoura (Vieira et al., 1999).

A presente pesquisa objetivou a selecdo de genes cry de Bt que codificam
proteinas ativas para coledpteros e lepidopteros prejudiciais a cultura do arroz, as quais

poderao ser utilizadas no MIP desta cultura.
MATERIAL E METODOS

Isolados de Bacillus thuringiensis: Quarenta ¢ seis isolados de Bt obtidos de
amostras de solos oriundos de regides produtoras de arroz irrigado do Rio Grande do

Sul (RS) foram avaliados nesta pesquisa. Estes isolados pertencem a cole¢do de

bactérias entomopatogénicas do Laboratdrio de Microbiologia da Universidade do Vale
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do Rio dos Sinos (UNISINOS) e ao Instituto Rio-Grandense do Arroz (EEA-IRGA).
Como isolados de referéncia (padrao), foram utilizados Bt tenebrionis 34 e Bt aizawai
HA3 cedidos pelo “International Entomopathogenic Bacillus Center” do Instituto
Pasteur (Paris).

Genes cry de Bt - PCR: As amostras de Bt utilizadas foram cultivadas 12 horas
a 30°C em Agar Nutriente. Apos, os isolados foram submetidos a extragdo de DNA
total conforme o método descrito por Hansen & Hendriksen (2001). Nesse estudo foram
sintetizados seis pares de primers: cryl, cry2, cry3, cry7/8, cry8 e cry9 (Ben-Dov et al.
1997 e 1999; Bravo et al., 1998). Os primers cryl, cry2 e cry9 identificam genes que
codificam proteinas inseticidas para a ordem Lepidoptera e os primers cry3, cry7/8 e
cry8 para Coleoptera. Cada reagdo de PCR foi realizada com volume final de 25uL,
sendo: 1uL de amostra de DNA com o tampao de reagdo, 0,2 mM de cada ANTP, 0,2 a
0,5 uM de cada primer e 0,5U de Tag DNA polimerase (GIBCO-BRL). A amplificagdo
foi realizada em termociclador regulado para 35 ciclos de reagdo cada, onde as amostras
foram desnaturadas 1 min a 94°C, aneladas aos primers por 40-50s a 60°C e a extensdo
dos produtos da PCR foi realizada por 50-90s a 72°C. Os isolados de referéncia de Bt ja
caracterizadas molecularmente foram utilizados como controle positivo e reagdes sem
adicao de DNA como controle negativo. Os fragmentos amplificados foram analisados
em géis de agarose a 1 e 1,5% e comparados com o marcador molecular 100bp (GIBCO
BRL).

Insetos: As lagartas de 2° instar de S. frugiperda foram obtidas da criagdo de
insetos do Laboratorio de Microbiologia do Centro 2 da UNISINOS, mantidas em
camara climatizada regulada a 25 + 2°C, 80% de Umidade Relativa (UR) e 12h de
fotofase. As larvas de O. oryzae foram coletadas das raizes das plantas de arroz na
EEA-IRGA (Cachoeirinha, RS), de outubro de 2000 e maio de 2001.

Bioensaios: Os ensaios in vivo com ambas espécies de insetos foram conduzidos
em camaras B.O.D. (Biological Oxigen Demand) a 25 + 2°C, 80% de UR e 12h de
fotofase. Os isolados bacterianos testados foram crescidos em Meio Usual Glicosado
(De Barjac & Lecadet, 1976) a 28°C e 180rpm por 48h. As suspensdes bacterianas
foram centrifugadas 4.500 rpm por 15min e o sobrenadante descartado, sendo o pellet

recuperado com agua destilada autoclavada. A concentracdo bacteriana foi determinada
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com auxilio da Camara de Neubauer e microscépio Optico. Os dados de mortalidade
obtidos foram corrigidos pela formula de Abbott (1925).

- Spodoptera  frugiperda: os isolados que apresentaram fragmentos
correspondentes aos genes cryl, cry2 e cry9 foram avaliados in vivo para esta espécie.
As suspensdes bacterianas na concentragdo de 1.10° céls./mL foram aplicados na
superficie da dieta artificial, previamente acondicionada em mini-placas de 30mm de
diametro, onde as lagartas de 2° instar foram individualizadas. No grupo controle, a
suspensdo bacteriana foi substituida por dgua destilada autoclavada. Para cada isolado
foram utilizadas 20 lagartas. A mortalidade foi observada diariamente durante sete dias
apos a aplicacao dos tratamentos. Para o isolado Bt aizawai HD68, onde foi utilizada em
bioensaio a suspensdo bacteriana como controle positivo (Polanczyk et al., 2000),
também foi avaliada a toxicidade através da determinacdo da Concentragdo Letal Média
(CLso), utilizando-se proteina purificada através do método descrito por Fiuza et al.
(1996). Os insetos foram individualizados nas condi¢cdes mencionadas anteriormente,
porém a dieta artificial foi substituida por discos de folha de milho, onde a proteina foi
aplicada nas concentracdes de 2, 10 e 50pg/pL. Na testemunha a proteina foi substituida
por agua destilada esterilizada. Para cada tratamento foram utilizados 30 insetos, sendo
feitas trés repeticdes, totalizando 90 insetos por tratamento. Com auxilio do medidor de
area foliar LI-COR (LI-3100, USA), foi verificada a média de consumo foliar para cada
tratamento. A mortalidade também foi observada até o sétimo dia apds a aplicacao dos
tratamentos. Os dados foram analisados com o programa POLO-PC LeOra Software,
1987 (Alves, 1998).

- Oryzophagus oryzae: trata-se de um coledptero aquatico, cujas larvas
encontram-se no sistema radicular das plantas de arroz. O bioensaio foi realizado de
acordo com o método descrito por Steffens ef al. (2000). Na avaliacdo do novo isolado
de Bt 2014-2, que revelou a presenga de genes cry3 nos ensaios de detec¢do por PCR, a
suspensdo bacteriana foi adicionada a concentragio final de 8.10'" céls./mL, em tubos
de ensaio contendo duas plantulas de arroz e 8mL de agua da lavoura. No grupo
correspondente ao controle, ndo foi adicionada a suspensdo bacteriana. A mortalidade
foi avaliada sete dias ap6s a instalagdo dos experimentos. Para cada tratamento foram

utilizadas 20 larvas de 3° e 4° instares de O. oryzae e efetuadas trés repeti¢des.
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RESULTADOS

A andlise das amplificacdes por PCR do DNA total dos isolados revelou a
presenga de fragmentos com pesos moleculares caracteristicos de genes cry para os
isolados Bt tenebrionis 34 ¢ Bt aizawai HA3, utilizados como controle positivo. Os
genes cryl, cry2, cry3, cry7/cry8 e cry9, foram identificados entre os novos isolados,
sendo que apenas ndo foram amplificados os isolados testados com os primers

especificos para genes cryS. Estes resultados estdo representados na Figura 1.

pb

cryf cry2 cry3 cry7/8 cry9

M 1 2 CN M 3 4 CN M & 6 CN M / 8 CN M 9 10 CN

Figura 1. Géis de agarose (1-1,5%) de produtos amplificados por PCR. (M) Marcador
100bp (Gibco BRL), setas indicam o peso molecular; (CN) Controle Negativo; (1) Bt aizawai
HA3; (2) Bt 2023-10; (3) Bt aizawai HA3; (4) Bt 2023-10; (5) Bt tenebrionis 34; (6) Bt 2017-
9; (7) Bt aizawai HA3; (8) Bt 1489-3; (9) Bt aizawai HA3; (10) Bt 3420-12.

Entre os 46 novos isolados de Bt (Figura 2A), os genes cry9, oriundos de
amostras de solos das areas orizicolas do Rio Grande do Sul, mostraram-se os mais
freqlientes (47,82%), seguidos dos genes cry3 (15,21%), cryl e cry7 igualmente
representados (6,52%) e os genes cry2 com a menor freqiiéncia (2,17%). Um total de
36,95% isolados de Bt ndo foram amplificados pelos primers utilizados no presente
trabalho. A maioria dos genes cry foi identificada em todas as regides produtoras de
arroz do RS. Apenas os genes cry2 foram localizados somente na regido Litoral Norte

(Figura 2B).

47




Freqiiéncia dos isolados deBt (%)

100~

mCA
90+ N
go{{ BbC
EFO

70+
60+
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Figura 2. Genes cry identificados nas diferentes regides do Rio Grande do Sul (RS) e
isolados de Bt Nao Amplificados (NA); A: Distribuicdo das freqiiéncias; B: Mapa

representativo das regides do RS; CA: Campanha; LN: Litoral Norte; DC: Depressdo Central; FO:

Fronteira Oeste; NO: Nao-orizicola.

Nos ensaios in vivo com lagartas de S. frugiperda, foram testados os 24 isolados
que amplificaram os genes cryl, cry2 e cry9 por PCR, caracterizados pela producao de
proteinas ativas para lepidopteros. Os isolados testados mostraram baixa atividade
inseticida ao lepidoptero alvo, quando comparados ao controle positivo, Bt aizawai
HD68, que alcangou 100% de mortalidade corrigida a concentragdo de 1.10° céls./mL.
Apenas 48,0% dos isolados testados causaram mortalidade, sendo que destes 90,9%
amplificaram fragmentos equivalentes aos genes cry9 e 9,0% equivalentes a cryl
(Tabela 1). O isolado Bt 2027-1, caracterizado pela presenca de genes cry9, apresentou
a maior mortalidade corrigida (25,0%) nos bioensaios efetuados com lagartas de 2°
instar.

Considerando a baixa atividade dos novos isolados de Bt obtidos no presente
estudo, foi efetuada a avaliagdo da toxicidade de proteinas purificadas de Bt aizawai
HD68 através da determinacdo da CLsy, onde os resultados da Analise de Probit
revelam uma CLs equivalente a 9,38 ng/uL, com intervalos de confianga entre 5,38 a

17,39, a 95% de probabilidade.
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Tabela 1. Toxicidade e caracteristicas dos isolados de Bacillus thuringiensis avaliados

contra Spodoptera frugiperda e Oryzophagus Oryzae.

Isolados de Procedéncia Presenca de genes Mortalidade Corrigida (%)
B. thuringiensis (cidade/r egifmb) cry9 cry3  cryl  cry7  cry2 S frugiperda 0. oryzae
Bt aizawai HD68* Instituto Pasteur + + + + + 100,0 %)
1608-7 Sao Sepé/DC + + - - - 5,5 %)
2017-9 Camaqua/LN + + - - - 0 %)
2023-10 Camaqua/LN + - + - + 0 %)
1491-2 Itaqui/FO + - - - - 0 (%)
1608-1 Sdo Sepé/DC + - - - - 5,5 %)
1732-7 Agudo/DC + - - - - 0 ()
1732-16 Agudo/DC + - - - - 5,2 )
1816-1 Rosario do Sul/CA + - - - - 5,3 %)
1879-1 Rosario do Sul/CA + - - - - 5,9 %)
2010-10 Alegrete/FO + - - - - 11,1 %)
2014-3 Camaqua/LN + - - - - 17,6 %)
2018-9 Camaqua/LN + - - - - 0 @
2023-9 Camaqua/LN + - - - - 0 %)
2027-1 Rosario do Sul/CA + - - - - 25,0 (%)
2049-1 Capivari do SUu/LN  + - - - - 10,5 %)
2388-1 Camaquad/LN + - - - - 0 (%)
3419-1 Dom Pedrito/CA + - - - - 0 %)
3420-12 Dom Pedrito/CA + - - + - 5,3 %)
3420-14 Dom Pedrito/CA + - - - - 0 %)
3420-5 Dom Pedrito/CA + - - - - 0 %]
3420-6 Dom Pedrito/CA + - - - - 0 %]
3420-9 Dom Pedrito/CA + - - - - 0 %]
1610-6 Sao Sepé/DC - + + - - 53 %)
1732-12 Agudo/DC - + - - - %) &
2033-1 Uruguaiana/FO - + - - - %) %)
3280-1 Dom Pedrito/CA - + - - - %] %)
3280-8 Dom Pedrito/CA - + - - - %) %)
1732-15 Agudo/DC - - + + - 0 %)
1489-1 Itaqui/FO - - - - - a ()
1489-3 Itaqui/FO - - - + - %] )
1493-11 Itaqui/FO - - - - - %) %)
1608-16 Séo Sepé/DC - - - - - %) %)
1608-2 Sao Sepé/DC - - - - - %) %)
1608-5 Sao Sepé/DC - - - - - %) %]
1618-2 Sao Borja/FO - - - - - %) a
1732-4 Agudo/DC - - - - - %) (%)
1734-1 Agudo/DC - - - - - %) (%)
1831-1 Alegrete/FO - - - - - %) (%]
1855-1 Camaquad/LN - - - - - %) (%]
2010-2 Alegrete/FO - + - - - %) 53,4
2014-2 Camaquad/LN - - - - - %) (%]
2023-8 Camaqua/LN - - - - - %) %)
2044-3 Séo Borja/FO - - - - - %) %)
2050-3 Capivari do Sul/LN - - - - - %) %)
2988-2 Dom Pedrito/CA - - - - - %] %)
3012-1 Sdo Borja/FO - - - - - % %

N

*isolado utilizado como controle positivo; ‘presenca do gene; “auséncia do gene; “isolado ndo testado;

°CA: Campanha; LN: Litoral Norte; DC: Depressio Central; FO: Fronteira Oeste.
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Para o coledptero O. oryzae, foi testado o isolado de Bt 2014-2, o qual foi
selecionado por PCR por amplificar fragmentos de DNA com peso molecular entre 589

e 604pb, caracteristico de genes cry3 (Figura 3).

700 pb —
600 pb —
500 pb —

< 604 pb
< 589 pb

Figura 3. Gel de agarose (1%) de produtos amplificados por PCR com primers cry3.
Canaletas: (1) Marcador de Peso Molecular 100bp (Gibco BRL); (2) Bt tenebrionis 34; (3) Bt 2014-2;

(4) controle negativo.

Nos ensaios in vivo, realizados com larvas de O. oryzae, apds sete dias da
aplicacao do tratamento foi verificada a mortalidade, a qual foi corrigida pela féormula
de Abbott (1925). O isolado de Bt 2014-2 obteve o valor médio de mortalidade de
53,4%. Este resultado revelou a toxicidade deste entomopatdgeno as larvas de O.

oryzae.

DISCUSSAO

Os 46 isolados estudados apresentaram grande diversidade e distribuicdo de
genes cry entre a diferentes regides do RS avaliadas (Figura 2B). Os genes cry9 foram
os mais freqlientes, estando presentes em 47,8% dos isolados analisados. Esta
freqiiéncia diferiu da encontrada por Bravo et al. (1998) que totalizou apenas 2,6% e de

Ben-Dov et al. (1999) com 10,2%. Os genes cryl foram predominantes nos resultados
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obtidos por Bravo et al. (1998), com 49,5% de presenca nos isolados, enquanto no
presente estudo os genes cryl foram identificados em apenas 6,5%, dos isolados. A
segunda maior freqiiéncia neste estudo, foi atingida pelos genes cry3. Resultados
semelhantes aos de Bravo et al. (1998), que também encontraram uma freqiiéncia alta
para estes genes (21,7%). As visiveis diferencas encontradas entre as freqiiéncias
obtidas neste estudo e aquelas alcangadas por Ben-Dov et al. (1997, 1999), tornam-se
interessantes quando comparadas, pois os primers sdo idénticos. Estes dados sugerem a
diferenca na diversidade de isolados de Bt quando comparada entre diferentes regides
geograficas.

A distribuicao dos genes cry mostrou-se homogénea, entre as diferentes regides
orizicolas do RS, sendo que apenas um isolado contendo genes cry2 foi identificado,
oriundo da regido Litoral Norte (Figura 2B).

Devido a alta diversidade e espectro de acdo das toxinas produzidas, Bt tem sido
coletado e caracterizado em diversas regides do mundo (Bernhard et al., 1997).
Atualmente, vérias pesquisas utilizando isolados de Bf em ensaios entomopatogénicos
tém sido precedidos da caracterizagdo molecular dos mesmos a fim de identificar os
genes cry responsaveis pela sintese de proteinas especificas as diversas espécies de
insetos (Valicente et al., 2000). Esta etapa de selecdo in vitro dos isolados, a qual
antecede 0s ensaios in vivo com insetos alvo, tem mostrado resultados satisfatorios e
assim impulsionado mais estudos.

No presente trabalho, foram realizados ensaios com S. frugiperda, utilizando as
suspensoes de isolados de Bt avaliados por PCR. Estes isolados mostraram baixa
atividade inseticida, tanto para isolados com genes cryl, quanto para cry2 e cry9. Do
total de isolados testados, 54,1% nao causaram mortalidade aos insetos (Tabela 1). Estes
dados podem ser comparados aos encontrados por Valicente (2001) que obteve 51,5%
dos isolados de Bt testados para S. frugiperda com mortalidade nula. Este mesmo autor
afirma que 30,5% dos isolados testados, causaram a mortalidade de até¢ 20,0% dos
insetos, resultados que diferem do presente estudo, que identificou 95,8% dos isolados
com esta mesma mortalidade (Tabela 1). Valicente et al. (2000), utilizando isolados pré-
selecionados por PCR com primers gerais para cryl, identificaram que 65,2% destes
tinham potencial para matar 75,0% das lagartas de S. frugiperda. Sendo assim, pode-se

mencionar que os dados da presente pesquisa diferem dos de Valicente et al. (2000),
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mas corroboram os valores mencionados por Loguercio et al. (2001) que testaram 60
isolados de Bt, também pré-selecionados com genes cryl, e dos quais, 52,1% causaram
mortalidade de 0 a 10,0% dos insetos.

A andlise dos resultados obtidos a partir dos ensaios com suspensdo bacteriana,
assim como com proteinas Cry1 e outras purificadas de Bt aizawai HD68, comprovaram
a acdo altamente toxica deste isolado para S. frugiperda, correspondendo a CLsy de 9,38
ug de proteina/uL. Aranda ef al. (1996) testaram as delta-endotoxinas CrylAa, CrylAb,
CrylAc, CrylB e CrylE, separadamente para S. frugiperda evidenciando valores de
CLso maiores que 2pg/cm?, mesmo apos purificacio e ativacio enzimatica. Apesar do
valor obtido no presente estudo ser superior aos encontrados pelos autores mencionados
anteriormente, deve-se levar em conta que as proteinas utilizadas por estes autores
haviam sido ativadas em fragmentos toxicos in vitro. Este processo potencializa a
toxicidade das &-endotoxinas que agem mais rapidamente e com menor possibilidades
de perdas no intestino médio das lagartas (Visser et al., 1993).

Os ensaios de Bt realizados com O. oryzae tiveram resultados altamente
satisfatorios visto que ainda ndo hd dados de pesquisa disponiveis desse
entomopatogeno contra as larvas deste inseto-praga. A partir do experimento realizado
por Steffens et al. (2000), comprovando que as larvas ingerem a dgua em que estdo
submersas, foi adaptado um método de bioensaio com as suspensdes de Bz, onde a
mortalidade corrigida atingida para o tratamento correspondente ao novo isolado de Bt
2014-2 correspondeu a 53,4%. Esses resultados confirmam a predicdo da atividade do
referido isolado de Bt por PCR (Figura 3), possivelmente devido a presenca de genes
cry3, os quais codificam delta-endotoxinas especificas aos insetos da ordem Coleoptera
(Hofte & Whiteley, 1989).

A partir dos resultados obtidos, os isolados de Bt selecionados podem ser
avaliados em campos experimentais e posteriormente utilizados na formulacdo de
biopesticida, bem como os genes cry identificados podem ser utilizados na obtencao de
plantas resistentes as larvas de O. oryzae e S. frugiperda, através da engenharia genética
de plantas, cujos métodos de controle podem ser aplicados no Manejo de Populacdes de

Insetos associados a orizicultura.
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ABSTRACT

Pathogenicity of Bacillus thuringiensis isolates from Acromyrmex spp.

(Hymenoptera, Formicidae)

The chemical control of the leaf-cutting ants, of the Acromyrmex genus, has
been necessary due to severe damages the diverse plants. An alternative would be the
use of the Bacillus thuringiensis (Bt) bacterium, with the production of insecticidal
endotoxins as its characteristic. Such endotoxins have been effective for lepidopterans,
dipterans and coleopterans, but with an unknown action against hymenopterans. This
paper has as its goal the isolation of Bt from adults of Acromyrmex genus, the testing of
its pathogenicity against this insect and the assessment of those isolates through PCR.
Bacterial isolates of Bt obtained from A. crassispinus and A. lundi, have been testing
against 4. lundi through the method adapted from BUENO et al. (1997). The bioassays
have been carried out in B.O.D. at 25°C, with a 12-hour photoperiod, until the seventh
day after treatment application. In the PCR, the Bt obtained isolates have gone through
total DNA extraction and tested with primers specific to cry genes. The results have
shown the presence of Bt in 40% of the assessed samples. The data of the in vivo assays
have shown a mortality higher than 50% of the target population, seeing that Br HA48
isolate have effected 100% of corrected mortality. Results regarding the PCR of Bt
isolates have shown a magnification of DNA fragments correspondent to cryl genes in
22% of the isolates, and cry9 in 67%. Cry2, cry3, cry7 and cry8 genes have not been
detected in the tested samples, and 22% have not magnified DNA fragments
correspondent to the assessed cry genes. Thus, the results of this research seem to be
promising not only regarding the identification of genes in new isolates, but also the
assays aimed at determining of the CLsy of the Br HA48 isolate, which can be
nominated as an alternative method for the control of leaf-cutting ants of the

Acromyrmex genus.
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RESUMO

O controle quimico das formigas cortadeiras do género Acromyrmex tem sido
necessario devido aos severos danos causados a diversas plantas. Uma alternativa seria
a utilizagdo da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), caracterizada pela produgdo de
endotoxinas inseticidas eficazes para lepidopteros, dipteros e coledpteros, mas cuja agao
¢ ainda desconhecida para himendpteros. O presente trabalho objetivou isolar Bt a partir
de adultos do género Acromyrmex, testar sua patogenicidade ao mesmo e avaliar os
isolados por PCR. Isolados bacterianos de Bt obtidos de A. crassispinus e A. lundi foram
testados contra A. [undi através do método adaptado de BUENO et al. (1997). Os
bioensaios foram conduzidos em B.O.D a 25°C com fotoperiodo de 12 horas, até o
sétimo dia apos a aplicagdo dos tratamentos. Na PCR, os isolados de Bt foram
submetidos a extracdo de DNA total e testados com primers especificos para genes cry.
Os resultados revelaram a presenca de Bf em 40% das amostras avaliadas. Os dados dos
ensaios in vivo evidenciaram uma mortalidade superior em 50% da populagio alvo,
sendo que o isolado Bt HA48 causou 100% de mortalidade corrigida. Os resultados da
PCR dos isolados de Bt revelaram a amplificacio de fragmentos de DNA
correspondentes aos genes cryl em 22% dos isolados e cry9 em 67%. Os genes cry?2,
cry3, cry7 e cry8 nao foram detectados nas amostras testadas e 22% dos isolados ndo
amplificaram fragmentos de DNA correspondentes aos genes cry avaliados. Dessa
maneira, os resultados obtidos na presente pesquisa mostraram-se promissores tanto na
identificacao dos genes nos novos isolados, quanto nos ensaios de determinagdo da CLs
do isolado Bt HA48, o qual podera futuramente ser indicado como método alternativo

no controle das formigas cortadeiras do género Acromyrmex.
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INTRODUCAO

As formigas do género Acromyrmex, também conhecidas como formigas
cortadeiras, sdo responsaveis por severos danos a diversas plantas (DIEHL-FLEIG,
1995). A preocupacdo com o controle destas formigas tem sido constante, porém os
métodos quimicos tém sido os mais utilizados (BOARETTO & FORTI, 1997). As
buscas de alternativas, com menor impacto ambiental, tém sido crescentes. Uma
alternativa promissora ¢ o controle bioldgico, que utiliza as interagdes negativas
(ATLAS & BARTHA, 1998). Dentre os entomopatogenos, apenas os fungos tém sido
testados no controle de formigas cortadeiras (ALVES, 1998), sendo até o momento
desconhecido o potencial das bactérias no manejo das espécies praga das plantas
cultivadas. A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ caracterizada pela produgdo de
proteinas ou endotoxinas com acao biopesticida altamente eficaz para representantes de
diversas ordens de insetos, principalmente Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (HOFTE
& WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998). Estas proteinas sdo codificadas por
genes cry, os quais tém sido comumente detectados nos isolados de Bt através da
Reagio da Polimerase em Cadeia - PCR (JUAREZ-PEREZ et al. 1997, HANSEN et al.,
1998). Por outro lado, a acdo desta bactéria ¢ pouco conhecida sobre a ordem
Hymenoptera (SCHNEPF et al., 1998), principalmente sobre as formigas cortadeiras,
ndo havendo método de ensaios com Bt in vitro e in vivo descritos para estes insetos.
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo a obtengdo de isolados de Bt a
partir de formigas do género Acromyrmex e a analise destes isolados por PCR. Este
trabalho também objetivou a adaptacdo de um método adequado de bioensaio as

formigas cortadeiras e sua aplicacdo nos testes de patogenicidade dos novos isolados.

MATERIAL E METODOS

Isolamento bacteriano: para o isolamento de Bt a partir de formigas, foram
coletadas operarias de Acromyrmex crassispinus ¢ A. lundi nas areas orizicolas da
Estacdo Experimental do Arroz (EEA/IRGA). Os insetos foram acondicionados a seco

em frascos de vidro, em grupos de dez individuos, e mantidos a —18°C. No isolamento,
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amostras de dez formigas foram maceradas em solug¢do salina, sendo ImL desta
suspensdo submetida a pasteurizagdo, inoculagdio em Agar Nutriente e incubagio
durante 24h a 30°C. As colonias bacterianas obtidas foram analisadas morfologicamente
com auxilio de lupa e contador de colonias, sendo entdo inoculadas em meio seletivo
(Penicilina G) e mantidas a 30°C e 180rpm durante 24 horas. As amostras positivas
foram avaliadas em microscopia de contraste de fase para identificacdo das inclusdes
paraesporais.

Bioensaio de Bt contra Acromyrmex lundi: (A) Método: os bioensaios com
bactérias, para este inseto, foram adaptados do método descrito por BUENO et al.
(1997), utilizado para formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens rubropilosa. Para
tanto, dois tipos de substratos foram testados a fim de verificar a longevidade alcancada
pelos insetos em cada um deles: (DS): Dieta Solida: 5,0% de glicose, 1,0% de peptona
bacteriologica, 0,1% de extrato de levedura e 1,5% de agar bacterioldgico; (DL): Dieta
Liquida: mesmos componentes da DS, exceto o agar bacteriologico. Os testes foram
conduzidos em frascos de vidros (9cmx5cm) com tampa, contendo cinco formigas por
frasco. Em cada frasco foi acondicionada uma mini-placa de acrilico de 2,5cm de
diametro. Para o teste com a DS, um disco de aproximadamente 0,5g da dieta foi
colocado em cada mini-placa e para a DL foi umedecido um algoddao com 1,5mL da
mesma. Seis séries experimentais foram preparadas, cada uma com cinco operarias de
A. lundi, sendo essas: (1) controle com agua esterilizada e troca a cada 24h; (2) controle
com agua esterilizada e troca a cada 48h; (3) DS com troca a cada 24h; (4) DS com troca
a cada 48h; (5) DL com troca a cada 24h; e (6) DL com troca a cada 48h. Os frascos
foram mantidos em camara uimida e acondicionados em Biological Oxigen Demand
(B.0.D.) a 25°C com fotofase de 12 horas. (B) Ensaios pré-seletivos: as formigas
utilizadas nos experimentos foram coletadas, no Campus da Universidade do Vale do
Rio dos Sinos (UNISINOS, Sao Leopoldo, RS), cerca de quatro horas antes da
instalagdo dos experimentos. Para os bioensaios, nove isolados de Bt foram crescidos
em Meio Usual glicosado (DE BARJAC & LECADET, 1976) por 48 horas a 30°C e
180rpm. As suspensoes foram centrifugadas a 5000rpm, a 4°C por 15 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e a suspensdo bacteriana homogeneizada com a DL em 1/3 do
volume inicial da cultura. A suspensdo de Bt utilizada nos tratamentos foi trocada por

dieta esterilizada ap6s 48 horas da instalagdo do experimento, sendo realizadas novas

61



substituigoes da dieta com intervalos de 24 e 48 horas. Para cada isolado foram
utilizados dois frascos, totalizando dez individuos por tratamento. As observagdes da
mortalidade foram realizadas até o sétimo dia apods a aplicagdo dos tratamentos. Os
bioensaios foram conduzidos nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. A
mortalidade foi corrigida pela formula de ABBOTT (1925).

Analise de Bt por PCR: os isolados de Bt obtidos de A4. crassispinus e A. lundi
foram crescidos em Agar Nutriente a 30°C por cerca de 12 horas e submetidos a
extracdo de DNA total realizada segundo HANSEN & HENDRIKSEN (2001). Os
primers utilizados no presente estudo foram descritos por BEN-DOV et al. (1997 e
1999) e BRAVO et al. (1998), visando a detec¢dao de genes cryl, cry2, cry3, cry7/8,
cry8 e cry9. A amplificacdo foi realizada em termociclador regulado para 35 ciclos de
reacdo cada. As reagdes foram realizadas em volumes de 25uLl contendo 1pL de
amostra de DNA com o tampao de reacao, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2-0,5 uM de cada
primer ¢ 0,5U de Tag DNA polymerase (GIBCO-BRL). As amostras foram
desnaturadas 1 min a 94°C, aneladas aos primers por 40-50s a 60°C e a extensdo dos
produtos da PCR foi realizada por 50-90s a 72°C. Como controle positivo, foram
utilizados os isolados Bt tenebrionis 34 e Bt aizawai HA3, fornecidos pelo Instituto
Pasteur (Franca), os quais ja foram caracterizadas molecularmente. O controle negativo,
foi preparado nas mesmas condi¢des, sem adicdo de DNA. Os fragmentos obtidos foram

analisados em gel de agarose a 1 ¢ 1,5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia escolhida na obtencdo de isolados de B. thuringiensis a serem
testados para 4. lundi foi o seu isolamento a partir do inseto alvo (BERNHARD et al.,
1997) devido a auséncia de dados disponiveis sobre a agdo de proteinas Cry em
formigas cortadeiras. Este método tem sido utilizado para diversas espécies de
importancia econdmica ou para insetos que, como as formigas, ainda ndo foram
incluidos no espectro de acao de Bt (SCHNEPF et al., 1998).

A partir do isolamento em 80 individuos de Acromyrmex spp., os dados revelam

a presenga de 35 isolados de género Bacillus. Os resultados da analise dos isolados, em
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microscopia de contraste de fase, revelaram a presenca de cristais em 40% desses,
confirmando a identificagdo de 14 isolados de B. thuringiensis.

Na determinag¢do do método de bioensaio com formigas os dados evidenciaram
que a dieta liquida, associada ao sistema de trocas em intervalos de 48 horas,
apresentam o melhor resultado com 100% de sobrevivéncia das formigas até 180 horas
(7,5 dias). Esses resultados revelam que o método do bioensaio pode ser utilizado nos
ensaios pré-seletivos de Bt contra a espécie alvo, cujas avaliagcdes sdo efetuadas até 168

(7 dias) horas apds a aplicagdo dos tratamentos (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia de Acromyrmex lundi em Dieta Liquida (DL); Dieta sélida

(DS); e Testemunha (agua esterilizada).

Os dados de sobrevivéncia de A. lundi obtidos no presente estudo sdo
semelhantes aos resultados apresentados para Atta sexdens rubropilosa (BUENO et al.,
1997), evidenciando que no presente estudo os bioensaios poderdo ser avaliados até 180
horas ap0s a aplicagdo dos tratamentos.

Os resultados da patogenicidade dos novos isolados de Bf contra 4. lundi obtidos
até o momento, mostram que trés isolados causaram de 50 a 100% de mortalidade
(Tabela 1), sendo que o isolado Bf HA48 causou a maior mortalidade corrigida (100%)
seguido pelo Bt HA58 (80%).
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Tabela 1. Patogenicidade dos novos isolados de Bacillus thuringiensis contra

Acromyrmex lundi.

Isolados Bt Mortalidade no 7° DAT* Mortalidade Corrigida (%)
HAO1 3 12,5
HAO02 3 12,5
HAO3 6 50,0
HA48 10 100,0
HAS2 9 42,8
HAS3 6 14,3
HAS56 6 20,0
HAS57 7 40,0
HASS 9 80,0

*Dias ap6s Aplicag@o dos Tratamentos

Os isolados pré-selecionados in vivo como patogé€nicos a A. [undi, foram
analisados por PCR a fim de verificar a presencga ou auséncia de genes cry ja conhecidos
como ativos contra outras ordens de insetos, conforme descrito por SCHNEPF et al.
(1998).

Os dados da PCR realizada para os nove isolados de Bt obtidos de formigas
resultou na amplificagdo de fragmentos de DNA correspondentes aos genes cryl em
22% dos isolados e cry9 em 67% (Figura 2), sendo que os genes cry2, cry3, cry7 e cry8
nao foram detectados nas amostras testadas. Nesse contexto, pode-se mencionar que até
o momento os genes cryl e cry9 foram descritos como especificos para lepidopteros
(SCHNEPF et al., 1998; MAAGD et al., 2001), embora, os genes cryl ja tenham sido
mencionados como ativos contra uma espécie de Coleoptera (NAIMOV et al., 2001).
Esses dados indicam que o espectro de agao das proteinas codificadas pelos grupos cry
de Bt pode ser mais amplo que aquele atualmente conhecido e descrito.

Considerando o total de isolados de Bt avaliados por PCR, pode-se mencionar
que 22% ndo amplificaram fragmentos de DNA correspondentes aos genes cry

avaliados no presente estudo (cryl, cry2, cry3, cry7, cry8 e cry9) de Bt.
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Figura 2. Gel de agarose (1-1,5%) de produtos amplificados por PCR. (M) Marcador de
Peso Molecular 100bp (Gibco BRL); (CN) Controle Negativo. (A) Produtos amplificados de genes
cryl: (Ay) Bt aizawai HA3; (A;) HAS2; (A;) Bt aizawai HA3; (A4) HASS; (B) Produtos amplificados de
genes cry9: (By) Bt aizawai HA3; (B,) HA2; (B3) Bt aizawai HA3; (B;) HA48; (Bs) HAS2; (Bg) HAS3;
(B;) HAS6; (Bs) HAS7.

Esses dados sugerem que os isolados que ndo apresentam fragmentos da DNA
correspondentes aos genes cujos primers foram testados, podem apresentar genes
pertencentes as outras classes ja conhecidas, ou podem representar uma nova classe de
genes cry. Dessa maneira, os resultados obtidos nessa pesquisa mostram-se promissores,
tanto na caracterizacdo dos genes nao identificados dos novos isolados, quanto nos
ensaios de determinagdo da CLsy do isolado Bt HA48, o qual poderd representar
futuramente um método alternativo para o controle de formigas cortadeiras do género

Acromyrmex.
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Discussao

Devido as propriedades entomopatogénicas, Bacillus thuringiensis (Bt)
representa uma alternativa promissora no controle biologico de insetos. Diversos
isolados de Bf tém sido estudados por apresentarem atividade altamente toxica a varias
ordens de insetos, como foi apresentado no Capitulo 1 do presente trabalho.
Atualmente, os estudos relacionados a identificagdo, caracterizagdo ¢ distribuigdo de
novos genes cry (Capitulo 2), responsaveis pela sintese de delta-endotoxinas, tém sido
realizados através das técnicas de PCR, RFLP e RAPD. Diversos estudos tém
objetivado a detecg¢do de genes cry que codificam proteinas ativas contra insetos-praga
de importancia agricola, cujo tema foi abordado nos Capitulos 3 e 4.

Na presente pesquisa, inicialmente foram avaliados os perfis genéticos e
protéicos de 46 isolados de Bt obtidos de solos do RS (Capitulo 2), sendo oito diferentes
perfis genéticos identificados, onde o mais freqiiente foi o perfil cry9 (39,1%). A analise
protéica de Bt por SDS-PAGE, identificou 14 familias de proteinas Cry, que
possivelmente sejam codificadas pelos genes detectados por PCR nos isolados
analisados, além de proteinas desconhecidas que podem representar novos genes cry
ainda ndo caracterizados. Os resultados obtidos mostraram que a freqiiéncia de genes
cry9 encontrados neste trabalho diferem dos resultados encontrados por Bravo et al.
(1998) e Ben-Dov et al. (1997). Nesse trabalho, os genes cryl foram encontrados em
apenas 6,5% dos isolados, diferindo de Bravo et al. (1998), porém os genes cry3,
apresentaram a segunda maior freqiiéncia neste estudo, sendo semelhante aos resultados
dos referidos autores.

No Capitulo 3, a distribuicdo dos genes cry, nas diferentes areas orizicolas do
Rio Grande do Sul, mostrou-se homogénea, sendo que apenas um isolado contendo
genes cry2 foi identificado, oriunda da regido Litoral Norte. Além das proteinas com
pesos moleculares conhecidos e caracteristicos, varias proteinas encontradas ndo
correspondem as proteinas Cry ja caracterizadas (Schnepf et al., 1998), as quais podem
representar novos genes cry ainda ndo caracterizados. Nesse contexto, os resultados
dessa pesquisa sugerem que os isolados de Bt, provenientes das amostras de solos do
Rio Grande do Sul, apresentaram uma grande diversidade de genes cry, indicando a

presenga de novos perfis genéticos e protéicos.

69



Os isolados de Bt selecionados por PCR foram utilizados em bioensaios, devido
a predicdo dos genes que podem codificar proteinas ativas para coleodpteros e
lepiddpteros, como foi descrito no Capitulo 3.

Para S. frugiperda, importante praga na fase inicial da cultura do arroz, os
bioensaios foram realizados utilizando as suspensdes de isolados de Bt (Capitulo 3). Os
resultados revelaram que os isolados com genes cryl, cry2 e cry9 mostram baixa
atividade inseticida, sendo 54,1% inativos contra a espécie-alvo. Estes dados podem ser
comparados aos encontrados por Valicente (2001) que ndo obteve mortalidade para
51,5% dos isolados de Bt testados para S. frugiperda. Este mesmo autor afirma que
30,5% dos isolados testados, causaram a mortalidade de até 20,0% dos insetos,
resultados que diferem do presente estudo, o qual identificou 95,8% dos isolados com
esta mesma mortalidade. Valicente et al. (2000), utilizando isolados pré-selecionados
por PCR com primers gerais para cryl, identificaram 65,2% destes com potencial para
matar 75,0% das lagartas de S. frugiperda. Sendo assim, pode-se mencionar que os
dados da presente pesquisa diferem daqueles apresentados por Valicente et al. (2000),
mas corroboram os valores mencionados por Loguercio et al. (2001) que testaram 60
isolados de Bt, também pré-selecionados com genes cryl, e destes 52,1% causaram de
até 10,0% mortalidade dos insetos. Quanto aos resultados obtidos a partir dos ensaios
com proteinas Cryl e outras purificadas de Bt aizawai HD68, foi evidenciada a elevada
toxicidade deste isolado a S. frugiperda, com CLsy de 9,38 ug/ul. De acordo com
Aranda et al. (1996), as delta-endotoxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylB e CrylE,
testadas separadamente para S. frugiperda, evidenciaram valores de CLsy maiores que
2 ug/cmz, mesmo apos purificacdo e ativagdo enzimatica.

Também no Capitulo 3 sdo descritos os ensaios de Bt realizados com O. oryzae
que mostram resultados promissores, visto que ainda ndo ha dados de pesquisa
disponiveis desse entomopatogeno contra as larvas de O. oryzae, esta importante praga
do arroz irrigado. Para tanto, foi adaptado um método de bioensaio (Steffens et al.,
2000) com as suspensdes de Bt, onde a mortalidade corrigida foi de 53,4% para o
isolado Bt 2014-2. Esses resultados confirmam a predi¢do da atividade do referido
isolado de Bt por PCR, possivelmente devido a presenca de genes cry3, os quais
codificam delta-endotoxinas especificas aos insetos da ordem Coleoptera (Hofte &

Whiteley, 1989).
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O Capitulo 4 trata do potencial de Bt para o controle das formigas cortadeiras do
género Acromyrmex, devido ao habito forrageador desse inseto, o qual também danifica
a cultura do arroz. Nessa pesquisa, a estratégia a obtengdo de isolados de B.
thuringiensis a serem testados para Acromyrmex lundi foi o isolamento destas bactérias
a partir do inseto alvo (Bernhard et al., 1997). Este método tem sido utilizado para
diversas espécies de insetos de importancia econdmica ou para insetos que, como as
formigas, ainda ndo foram incluidos no espectro de a¢do de B¢ (Schnepf ef al., 1998).
Este método difere daquele utilizado as ordens Lepidoptera e Coleoptera, também
avaliadas nesse estudo.

A partir do isolamento em 80 individuos de Acromyrmex spp., os dados
revelaram a presenga de 35 isolados de género Bacillus (Capitulo 4). Os resultados da
analise dos isolados, em microscopia de contraste de fase, revelaram a presenca de
cristais em 40,0% desses, confirmando a identificacdo de 14 isolados de B.
thuringiensis.

Na determinagdo do método de bioensaio com formigas e bactérias
entomopatogénicas (Capitulo 4), que atuam por ingestdo, os testes realizados no
presente trabalho evidenciaram que a dieta liquida, associada ao sistema de trocas em
intervalos de 48 horas, apresentaram o melhor resultado quanto a sobrevivéncia de
Acromyrmex lundi, onde obtém-se 100% de sobrevivéncia até 180 horas (7,5 dias).
Esses resultados revelaram que o método pode ser utilizado nos ensaios pré-seletivos de
Bt contra a espécie alvo, cujas avaliagdes sdo efetuadas até 168 horas (7 dias) apos a
aplicacdo dos tratamentos. Os dados da patogenicidade dos novos isolados de Bt
obtidos, nos bioensaios realizados com as formigas cortadeiras, os quais foram
inoculados em dieta liquida e avaliados contra A. lundi, mostraram que trés isolados
causam entre 50 a 100% de mortalidade, sendo que o isolado Bt HA48 causou a maior
mortalidade corrigida (100%) seguido pelo Bt HAS8 (80%). Estes isolados pré-
selecionados in vivo como patogénicos a A. lundi, foram analisados por PCR a fim de
verificar a presenga ou auséncia de genes cry ja conhecidos como ativos contra outras
ordens de insetos, conforme descrito por Schnepf et al. (1998).

No Capitulo 4, a PCR realizada para os nove isolados de Bt obtidos de formigas
resultou na amplificacdo de fragmentos de DNA correspondentes aos genes cryl (22%)

e cry9 (67%). Como até o momento esses genes foram descritos como especificos
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apenas para lepidopteros (Schnepf et al., 1998; Maagd et al., 2001), embora Naimov et
al. (2001) j& tenham mencionado os genes cryl como ativos também para uma espécie
de Coleoptera, os dados obtidos indicaram que o espectro de acdo das proteinas
codificadas pelos grupos cry de Bt pode ser mais amplo que aquele atualmente
conhecido e descrito. Considerando o total de isolados de Bt avaliados por PCR, pode-
se mencionar que 22,0% ndo amplificaram fragmentos de DNA correspondentes aos
genes cry de Bt avaliados no presente estudo. Esses dados sugerem que os isolados que
ndo apresentam fragmentos da DNA correspondentes aos genes cujos primers foram
testados, podem apresentar genes pertencentes as outras classes ja conhecidas, ou
podem representar uma nova classe de genes cry. Dessa maneira, os resultados obtidos
nessa pesquisa mostraram-se promissores, tanto na caracterizacdo dos genes nao
identificados dos novos isolados, quanto nos ensaios de determinacdo da CLsy do
isolado Bt HA48, o qual podera representar futuramente um método alternativo para o
controle de formigas cortadeiras do género Acromyrmex.

Os isolados de Bt selecionados no presente estudo podem ser avaliados em
campos experimentais e posteriormente utilizados na formulacdo de biopesticidas.
Entretanto, as formula¢des de Bt apresentam algumas limitagcdes quando comparados
aos inseticidas quimicos que poderdo ser contornadas através do uso dos genes cry de
interesse, identificados nesta pesquisa, na obten¢do de plantas resistentes aos insetos-
praga alvo, cujos métodos poderdo representar alternativas vidveis junto aos programas
de Manejo Integrado de Insetos (MIP) associados a orizicultura. No MIP, tanto as
formulagdes a base de Bt, ja disponiveis no mercado, quanto as plantas geneticamente
modificadas (Schuler et al., 1998), podem representar ferramentas importantes no
controle de populagdes de insetos. Por outro lado, esses métodos ndo devem ser
considerados como a unica alternativa, mas como parte de um conjunto de métodos de
controle de pragas que visa manter as populacdes de insetos abaixo do nivel de dano

econdmico, com reducdo de riscos e problemas nos agroecossistemas.
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