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Cerca de 15% da safra de alimentos do mundo é perdida por causa do ataque de insetos, cujo
controle tem sido feito utilizando inseticidas quimicos, téxicos ao homem e ao meio ambiente. Sendo
assim, € fundamental empregar o controle bioldgico através da bactéria Bacillus thuringiensis, que
apresenta atividade téxica especifica as ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e também a classe
Nematodea. Trata-se de um bacilo entomopatogénico, que apresenta atividade téxica por meio de
proteinas cristal ou 6-endotoxinas, codificadas pelos genes cry, que podem estar localizados tanto no
cromossomo como em grandes plasmideos ou em ambos. Uma subespécie ou variedade de B.
thuringiensis pode conter uma ou vdrias copias de um mesmo gene cry ou cépias de diferentes genes
cujos produtos formardo um mesmo cristal misto. A localizacao preferencial em plasmideos determina
a grande diversidade destes genes e a conseqiiente ocorréncia de linhagens contendo diferentes
combinacdes dos mesmos e, portanto, com perfis de toxicidade distintos. A caracterizacdo de novas
subespécies e classificacdo de novas linhagens entomopatogénicas é de grande importincia para
descoberta de outras estirpes de B. thuringiensis produtoras de novas O0-endotoxinas para o
desenvolvimento de bioinsenticidas mais efetivos no controle de pragas.

O presente trabalho objetivou a identificacdo de genes cryl em novos isolados de B. thuringiensis,
utilizando a técnica de PCR com “primers” especificos para os diferentes genes cryl e a comprovagao,
em bioensaios, da interacdo entre os genes para diferentes niveis de toxicidade a Spodoptera
frugiperda. Para isto, foram testados sete novos isolados de B. thuringiensis provenientes do solo de
fazendas do municipio de Sdo Paulo-SP, cedidos pelo Laboratério de Anélises de Solo (ESALQ/USP),
mantidos na cole¢do do Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada, no
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecudria da FCAV-UNESP de Jaboticabal — SP e

comparados a duas linhagens padrdes para Lepidoptera (subespécies kurstaki HD1 e aizawai HD137).

O DNA foi extraido pela resina Instagene Matrix e a identificacdo de genes cryl foi determinada
pela técnica de PCR com oligonucleotideos iniciadores especificos para os genes crylAa, cryl Ab,
crylAc, crylB, crylC e crylD. As reagdes de amplificacdo para os pares de iniciadores utilizados
foram conduzidas em um volume total de 20 pul contendo: 30 ng de DNA total, 250 uM de uma
solucdo de dANTP; 2,0 mM de MgCl,; 0,2 uM de cada um dos iniciadores; 1,0 U da enzima Tag DNA
polimerase (GIBCO-BRL); solu¢do tampao para reacdo de PCR (1X) e dgua destilada grau Milli-Q
previamente esterilizada (q.s.p. 20ul). As reacdes de PCR foram realizadas a partir de um tnico passo
de desnaturagdo de 5 min a 92°C e 30 ciclos consistindo de um ciclo de desnaturacdo a 92°C por 1
min; pareamento a 50°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min, e ao final dos ciclos uma extensdo
extra a 72°C por 10 min. Ao fim de cada programa foi adicionado um passo tinico para manutencao da
amostra a 10°C até a retirada dos tubos do termociclador. Apds as amplificagdes, 15ul de cada amostra
foram aplicados em géis de agarose 1,5%, contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) e submetidos a
eletroforese horizontal por 2 horas a uma corrente elétrica de 75 V, adotando-se o emprego de uma
amostra de DNA com fragmentos de tamanhos conhecidos, miiltiplos de 1 kb (1 kb DNA Ladder®).
Os géis foram visualizados sob luz UV e documentados em um equipamento fotodocumentador.

As sete linhagens foram submetidas a testes de toxicidade em bioensaios com S. frugiperda, com
lagartas de primeiro instar (larvas de 2 a 3 dias) alimentadas com cubos de 1 cm? de dieta artificial
inoculadas com uma soluc¢do de esporos de cada uma das linhagens, sendo 10 copos por linhagem a
cada repeticdo, cada uma contendo uma testemunha, para a qual foi fornecido um cubo banhado em
dgua esterilizada. Os bioensaios foram mantidos em uma sala a 25° C, com umidade relativa do ar a
70% e submetidos a um regime de 14 h de luz : 10 h escuro. Posteriormente foi feita a quantificagdo
de lagartas mortas pela acdo do B. thuringiensis, cujo indice de mortalidade foi calculado. Todas as
lagartas mortas foram observadas em microscopio éptico para a comprovagdo de que os esporos foram
causadores da morte. Para a andlise estatistica nos bioensaios, os dados de porcentagens de



mortalidade foram submetidos a andlise de variancia, cujo modelo matemético proposto inclui o efeito
fixo de linhagens. Foram realizados testes de normalidade dos residuos e homogeneidade de variancia
dos grupos (linhagens). Testes de compara¢do de médias entre as linhagens foram realizados quando
verificado o efeito do grupo sobre a porcentagem de mortalidade. Para essa comparacdo de médias, foi
utilizado o teste de Tukey a 5%, para estabelecer a diferenca minima significante entre as médias de
mortalidade dessas linhagens.

Identificou-se uma variedade de combinagdes de genes nos isolados analisados que, nos bioensaios
com S. frugiperda, demonstraram perfis de toxicidades distintos.

Comparando a taxa de mortalidade e a presenca dos genes cryl, nos isolados que apresentaram
menores médias de mortalidade (R175 e R177) foi identificado apenas o gene cryl Aa. Naqueles que
apresentaram médias de mortalidade medianas (R180 e R168), dois genes foram identificados, sendo
um deles o gene crylAa e o outro crylAb ou o gene crylAc. Ja nos isolados mais efetivos (R157,
R158 e R184) assim como os padrdes, com médias de mortalidade altas, verificou-se a presenca de
dois ou mais genes cryl, indicando um sinergismo entre eles para a expressdo de um maior nivel de
toxicidade das proteinas Cry.

O conjunto de genes crylAa, crylAb e crylAc caracteriza uma grande efetividade contra S.
frugiperda, como j4 foi demonstrado (HD1, R158 e R184) e estd sendo altamente comercializado no
bioinseticida Dipel obtido da subsp. kurstaki HD1.

O gene crylB presente nas linhagens com maiores médias de mortalidade demonstrou alta
eficiéncia a S. frugiperda, principalmente ao se analisar o isolado R157 que, assim como os de baixa
mortalidade, contém o gene crylAa e a presenca de apenas mais o gene crylB torna-o tdo eficiente
quanto outros com trés ou mais genes cryl. Isso faz com que esse gene seja de grande interesse para
obten¢do de novos produtos a base de B. thuringiensis para o controle dessa praga.

A presencga dos genes crylAa e crylB nos isolados que apresentaram 100% de mortalidade indica
uma interagdo entre esses genes de modo a formar proteinas com maior toxicidade a S. frugiperda,
sendo essa caracteristica a mais promissora para uso contra essa praga, comprovando assim, a
interacao entre os genes para diferentes niveis de toxicidade.
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