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Resumo

Bacillus thuringiensis € uma bactéria entomopatogénica que, durante a esporulagéo, produz
proteinas cristal, codificadas pelos genes cry, podendo atingir pragas de diversas ordens. Esta
bactéria é utilizada no controle de pragas como Spodoptera frugiperda, causadora de sérios prejuizos
na agricultura. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar isolado de B. thuringiensis por meio de téc-
nicas moleculares, microbiologicas e bioensaios de patogenicidade, visando ao controle biolégico de
S. frugiperda. Foram realizadas amplificagdes por PCR, andlise de perfil plasmidial e antibiogramas
para a identificacdo e analise da diversidade genética das subclasses do gene cry1A (Aa, Ab, Ac e
Ae); além disso, foi determinada a eficiéncia dos isolados por bioensaios. As técnicas moleculares
determinaram alta similaridade genética entre os isolados estudados, e os antibiogramas realizados
mostraram que todos os isolados foram sensiveis aos antibiéticos estreptomicina, canamicina, rifam-
picina e eritromicina, para diferentes CMIs. Os bioensaios demonstraram o potencial patogénico dos
isolados e linhagens no controle de lagartas de primeiro instar de S. frugiperda.

Palavras-chave adicionais: RAPD; perfil plasmidial; antibiéticos; genes cry.

Abstract

Bacillus thuringiensis is an entomopathogenic bacterium that, during sporulation, produces
crystal proteins, coded by cry genes, which can act on crop pests such as Spodoptera frugiperda,
abolishing its destructive effect. The objective of this work was to characterize some B. thuringiensis
isolates by means of molecular and microbiological techniques and confirme their action by
development of biassays, seeking the biological control of S. frugiperda larvae. Amplicons’s size,
plasmid profiles and antibiograms analyses were performed for identification and determination of the
degree of genetic diversity using the subclasses of the gene cry1A (Aa, Ab, Ac e Ae). The molecular
techniques suggest high genetic similarity among the studied isolates and the antibiograms performed
show that all the isolates were sensitive to the antibiotics streptomycin, kanamycin, rifampicin, and
erythromycin, exhibiting different MICs. The biassays demonstrated the entomopathogenic potential of
the isolates and control strains controlling first instar S. frugiperda larvae.

Additional keywords: RAPD, plasmid profiles, antibiotics, cry genes.

Introducao cry encontram-se localizados no cromossomo e
principalmente em plasmidios, sendo que algu-
Bacillus thuringiensis é uma bactéria de mas linhagens apresentam esses genes so-
solo que, durante a esporulagdo, produz inclu- mente em plasmidios. O gene cry1Ac, por exem-
sbes cristalinas (proteinas cristal) que sdo res-  Plo, esta localizado em um Unico plasmidio de 50
ponsdveis pela atividade entomopatogénica pela MDa na linhagem kurstaki HD73 (LERECLUS et
qual a espécie é conhecida. As proteinas cristal ~ al., 1993), enquanto outras linhagens, como a
ou &-endotoxinas sdo codificadas pelos genes Subespécie aizawai 7.29, contém cinco genes,
cry, podendo atingir insetos-praga pertencentes ~ €stando quatro deles Ioc,al!zados no cromossomo
as Ordens Lepidéptera, Diptera e Coleéptera ©OU €m um megaplasmidio, e um quinto, num
(GLARE & O' CALLAGHAM, 2000). Os genes plasmidio de 45 MDa (SANCHIS et al., 1998).
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A patogenicidade e a especificidade de
uma linhagem séo determinadas pelos tipos de
genes cry funcionais que a mesma possui, aliado
ao fato de esses evidenciarem alto grau de vari-
abilidade genética para esta espécie.

A caracterizacdo dos genes cry é geral-
mente a forma escolhida para a realizacao de
buscas por novos isolados. A técnica de PCR
(MULLIS & FALOONA, 1987) tem-se tornado
essencial na caracterizagdo de isolados a partir
de regibes conhecidas do gene cry, além de
comparar isolados pouco conhecidos e indicar a
especificidade de cada gene para varias ordens
de insetos-praga (CAROZZI et al., 1991; BRAVO
et al., 1998; PORCAR & JUAREZ-PEREZ, 2003).
A tecnologia de RAPD (DNA polimérfico amplifi-
cado ao acaso), por exemplo, é muito utilizada
na obtencdo de informagdes para analises filo-
genéticas (WILLIAMS et al., 1990). O estudo de
perfis plasmidiais de isolados de B. thuringiensis
também tem demonstrado informagdes impor-
tantes na caracterizagdo de isolados de bacté-
rias.

Contudo, além dos genes cry, B. thuringi-
ensis apresenta genes que conferem resisténcia
a diversos antimicrobianos, que vém sendo utili-
zados em trabalhos de caracterizag@o e isola-
mento desta bactéria (SANCHES & PENA,
2000). Alguns estudos utilizam antimicrobianos
associados a outras técnicas, como a PCR, para
caracterizar e identificar novos isolados de B.
thuringiensis e Bacillus sphaericus (CAVALEIRO
et al., 2005).

No Brasil, B. thuringiensis vem sendo utili-
zado como bioinseticida no controle de muitas
pragas, principalmente da Spodoptera frugi-
perda, lagarta que atinge diversas culturas, prin-
cipalmente a do milho. A maioria dos produtos de
B. thuringiensis usada para controlar lepidépte-
ros-praga é baseada na mistura esporos-cristais,
produzida pela estirpe HD-1 de B. thuringiensis
subsp. kurstaki, a qual tem amplo espectro de
atividade larvicida dentro da Ordem Lepiddptera
(NAVON, 1993). Entretanto, insetos pertencentes
a Familia Noctuidae, na qual se incluiam as di-
versas espécies de Spodoptera, sao pouco sen-
siveis a esses produtos (MOAR et al., 1990;
INAGAKI et al., 1992; NAVON, 1993; LAMBERT
et al., 1996). Além disso, existem relatos de
evolucao e resisténcia desta praga aos insetici-
das quimicos, mostrando que este controle apre-
senta sérias limitacoes praticas (YU, 1992; DIEZ-
RODRIGUES & OMOTO, 2001). Estudos que
buscam a selecdo de isolados eficientes a S.
frugiperda tém relatado altos indices de mortali-
dade em isolados que apresentaram, por meio
da técnica de PCR, as classes e subclasses do
gene cryl, sendo também importantes para ou-
tros insetos da Ordem Lepidoptera (PRACA et
al., 2004; CAVALEIRO et al., 2005).

Este trabalho teve por finalidade caracteri-
zar isolados de B. thuringiensis por meio de téc-
nicas moleculares, microbioldgicas e bioensaios
de patogenicidade visando ao controle biol6gico
de S. frugiperda.

Material e Métodos

Linhagens e isolados de B. thuringiensis

Os isolados MT6, MT7, SP8, SP6, PR2 e a
linhagem HD73 foram selecionados para este
trabalho por apresentarem o gene cry1A, arranjo
plasmidial e uma possivel acdo patogénica con-
tra insetos da ordem Lepidéptera. Ja a linhagem
B. thuringiensis CRY(-B) foi selecionada por ser
acristalifera (STAHLY et al., 1978), podendo
tornar-se um controle-padrdo para as técnicas
utilizadas nesta pesquisa. As linhagens de B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD73 (BSC — 4D4)
e subsp. CRY(-)B (BSC — 4D11) foram cedidas
pelo “Bacillus Stock Center” (BSC), Ohio State
University — EUA, e os isolados MT6, MT7, SP8,
SP6 e PR2 foram provenientes da colecao de
isolados de B. thuringiensis mantida no Laboraté-
rio de Genética de bactérias e Biotecnologia
Aplicada (LGBBA). Para a técnica de RAPD e
bioensaio, foi utilizado como controle positivo o
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 e, para as
amplificagbes por PCR, foi utilizado o isolado
BR6 por apresentar o gene cry1Ab da colegao do
LGBBA, identificado por VILLAS-BOAS & LE-
MOS (2004).

Cultivo de Bacillus thuringiensis

As bactérias foram semeadas em meio de
cultura BHI solido (Brain Heart Infusion Agar) e
incubadas a 30 °C por 12 h. Uma pequena quan-
tidade de células foi depositada em erlenmeyers
contendo 50 ml de meio de cultura BHI liquido,
incubados a 30 °C, por 4 h e 30 min sob agita-
cao. Apds este processo, a suspensao foi cen-
trifugada a 2.450 x g, a 10 °C por 15 min.

PCR com iniciadores especificos de genes
cry

Apds a obtencdo das células bacterianas,
foi extraido o DNA gendmico conforme o proto-
colo de MARMUR (1961). Essas amostras de
DNA extraidas foram utilizadas nas andlises
moleculares por PCR.

A Tabela 1 apresenta os oligonucleotideos
iniciadores que foram elaborados a partir das
regidbes conservadas e nao conservadas das
sequéncias correspondentes a cada uma das
subclasses do gene cryl para a Ordem Lepi-
doptera, obedecendo a lista de nomenclaturas
das delta-endotoxinas de B. thuringiensis dispo-
nivel no site
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crick-
more/Bt/toxins2.html. Para o alinhamento de
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todas as sequéncias de cada subclasse, utilizou-
se o “software” Clustal W (THOMPSON et al.,
1994) e o “software” Gene Runner 3.0 (Hastings

Software, Inc.). Como controle positivo, foi usado
o isolado BR6 para todos os primers testados.

Tabela 1 - SeqlUéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos na determinacao das regides
conservada e ndo conservada das subclasses do gene cry1.
Table 1 - Sequence of specific oligonucleotides initiatiors in the determination of the conserved and

non conserved subclasses of gene cry1

cry1Aa conservada (426 pb)

cry1Aa nao conservada (1035 pb)

cry1Ab conservada (799 pb)

cry1Ab nao conservada (640 pb)

cry1Ac conservada (712 pb)

cry1Ac nao conservada (656 pb)

cry1Ae conservada (838 pb)

F5
R5
F5
RS
F5
RS
F5
R5
F5
R5
F5
RS
F5
RS

TATTTCCTTGTCGCTAACGC 3
CCAAACACTGAAACATCTCTC 3
TTCGCATCATTTCTCCTTAG 3
CTGTCCACGATAAATGTTCC 3
GAGATGTTTCAGTGTTTGGAC 3°
GTCCCGTCAAGAACAGATAG 3
CGGGTAATCGCTCGTCTATC 3
CTTACTTCTCGCCCATTATCC 3
GGTGCTGGATTTGTGTTAGG 3
TTCTTTCTATGCCCTGAGCC 3
AACATTGGAGTGGAAAGAAC 3
TTACTTCTCGCCCATTATCC 3
GCTCTTACAACCGCTATTCC 3
TATTATCCTGTGGTGGTATTTC 3

As reacdes de amplificacao foram realiza-
das em um volume de reagéo de 20 ul contendo:
DNA (40 ng), dNTPs (10 mM); MgCl, (1,75 mM);
iniciadores (0,3 pmol de cada); enzima Tag DNA
polimerase (1,5 U); tampao para PCR 10X (200
mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI) e 4gua des-
tilada grau “Milli-Q” estéril (g.s.p.). As amplifica-
¢bes ocorreram utilizando um termociclador
(PTC-100™, MJ Research, Inc.) onde foi esta-
belecido o seguinte programa: 5 min a 95 °C,
seguido de 31 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a
50 °C, 1 min a 72 °C, finalizando a 72 °C por
5 min.

Os fragmentos amplificados foram analisa-
dos em gel de agarose a 1,5%, visualizados sob
luz UV em um fotodocumentador (Gel Doc 2000
Bio-Rad) e comparados ao padrdo de tamanho
molecular “1 kb Plus DNA Ladder”.

PCR com iniciadores inespecificos (RAPD)

As reacbes de RAPD foram realizadas se-
gundo WILLIAMS et al. (1990). Para os ensaios
de amplificagcdo, foram utilizadas amostras de
DNA dos isolados e das linhagens, empregando-
se um conjunto de 15 oligonucleotideos iniciado-
res de sequéncias arbitrarias de 10 bases, pro-
venientes da colecdo “University of British Co-
lumbia — Nucleic Acid — Protein Service Unit”
(Canadd). Como controle positivo, foi utilizada a

linhagem HD-1, e como controle diferencial, uma
amostra de DNA de planta.

As reacoes foram realizadas em um vo-
lume de 20 ul contendo: DNA (20 ng), dNTP (10
mM) , MgCl, (1,75 mM), iniciador (5 ng), enzima
Tag DNA polimerase (2 U), tampéo para PCR
10X (200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI) e
agua destilada grau “Milli-Q” estéril (g.s.p.). As
reacoes foram submetidas as seguintes condi-
¢bes: 2 min a 94 °C, seguido de 34 ciclos de 1
min a 94 °C, 2 min a 36 °C,2mina 72°Ce 5
min a 72 °C para completa amplificagdo. Os
fragmentos amplificados foram analisados como
descrito no item anterior.

Por meio da andlise do bandeamento
produzido com o uso de cada oligonucleotideo
iniciador aleatério, foi conferido o parametro 1
para a presenca de banda e 0 para a auséncia
de banda, permitindo a elabora¢do de uma ma-
triz binaria. Essa matriz foi utilizada para a
construcdo de um dendrograma pelo “software”
FreeTree Win 95/98/NT (HAMPL et al., 2001). A
similaridade genética entre os isolados foi esti-
mada pelo coeficiente de distancia descrito por
NEI (1986). Para o agrupamento dos dados da
matriz filogenética, foi utilizado o método da
média das distancias genéticas (UPGMA-Un-
weighted Pair Group Method for Arithmetic Ave-
rages) (SNEATH & SOKAL, 1973), sendo que o
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dendrograma foi obtido com o auxilio do “soft-
ware” TreeView (PAGE, 1996).

Separacao do material genético por ultracen-
trifugacao

A separacdo do DNA cromossémico e
plasmidial foi realizada de acordo com SAM-
BROOK & RUSSEL (2001).

Determinacao dos perfis plasmidiais dos
isolados de B. thuringiensis

Para verificar a integridade e a concentra-
cao dos plasmidios de cada isolado, utilizaram-
se 10 yL de cada amostra, adicionado de 3 pL
de tampao de amostra e aplicada em gel de aga-
rose “Low Melting Point” (GIBCO) de concentra-
¢éo 0,7 %, diluido em tampao TAE 1X (Tris-
Acetato-EDTA), sendo submetido a uma corrente
elétrica de 24 V por 12 h.

Reacao de restricao dos DNAs plasmidiais

A reacdo de restricdo efetuada nos plas-
midios foi conduzida em um volume total de 12
pL, contendo: enzima de restricdo EcoRI 10 U/uL
(0,3 pL), tampéo para a enzima EcoRIl 10X con-
centrado (1 plL) , agua destilada grau “Milli-Q”
(7,7 uL) e 3 puL de DNA (210 ng/uL).

Determinacao da resisténcia e suscetibilidade
de B. thuringiensis frente a antibioticos

A determinacdo das CMIs foi realizada
pelo método de diluicao seriada, aplicando-se
concentragcdes crescentes do antibidtico aos
meios de cultura BHI soélido, determinando-se a
menor concentragdo capaz de inibir o cresci-
mento das bactérias, baseado no método des-
crito por LIGHTFOOT et al., 1989.

Os antibiéticos utilizados foram: estrepto-
micina, rifampicina, canamicina e eritromicina,
todos mantidos em concentragdo-estoque de
100 mg/mL. Os antibiéticos foram utilizados nas
concentracoes de 40, 60, 80, 100 e 120 pg/mL.
As células foram quantificadas em espectrofoto-
metro DU 640B (Beckman) para a verificagao
dos valores de D.O. a 600 nm entre valores 0,5 e
0,8 e posteriormente incubadas por 24 h.

Bioensaios contra Spodoptera frugiperda

Os isolados e as linhagens de B. thuringi-
ensis foram cultivados em meio de cultura NA e
incubados por trés a cinco dias a 30 °C para
esporulagdo. A suspenséo de esporos-cristais de
cada placa foi recolhida, analisada por microsco-
pia éptica e transferida para tubos Falcon con-
tendo 20 ml de agua destilada estéril. Para a
retirada do sobrenadante, os tubos foram centri-
fugados a 1.301 x g por 30 min e adicionados 20
ml de agua, sendo esta operacado repetida por
trés vezes. Posteriormente, foram adicionados

10 mL de agua destilada em cada tubo para ar-
mazenamento.

A concentragéo da suspensao de esporos-
cristais foi estabelecida por meio da
padronizacdo de 3x10° (BATISTA et al., 2005) e
as lagartas foram alimentadas com dieta artificial
semissélida (BARRETO et al., 1999).

Para as andlises estatisticas dos bioen-
saios, os dados percentuais de mortalidade fo-
ram submetidos a andlise de variancia, cujo mo-
delo matematico proposto incluiu o efeito fixo de
linhagens. Os testes de comparacado de médias
entre as linhagens foram aplicados apés a verifi-
cacao do efeito do grupo sobre a porcentagem
de mortalidade, comparando-se as médias pelo
teste de Tukey a 5 %. Para estabelecer a dife-
renca minima significativa entre as médias de
mortalidade dos isolados, utilizou-se o Sistema
de Analise Estatistica - SANEST (ZONTA & MA-
CHADO, 1984).

Resultados e Discussao

Os iniciadores elaborados para a amplifi-
cagao da regiao conservada do gene cry1A (cr-
yAa, cryAb, cryAc e cryAe) determinaram que
estas subclasses apresentaram homologia.
Diante deste fato, as proteinas traduzidas a partir
destas sequéncias podem ser diferentes ou néo,
podendo ocorrer uma relagdo de sinergismo
entre elas mediante seu modo de agao dentro do
inseto (FERRE & VAN RIE, 2002).

Para as subclasses do gene cry1A, os ini-
ciadores utilizados nas PCRs dos isolados HD73,
MT6, MT7, SP8 e SP6 permitiram a amplificacao
de todas as subclasses do gene cry1A de ambas
as regides. A linhagem HD73, tal como descrito
por LERECLUS et al. (1993), apresentou a sub-
classe do gene cry1Ac, demonstrando este gene
em um Unico plasmidio de 50 MDa. Apés as
amplificagbes, foram constatadas outras sub-
classes presentes nesta linhagem, pois os inicia-
dores elaborados podem ter amplificado mais de
uma subclasse, por estarem em uma regiao de
homologia entre elas.

O isolado PR2 nao apresentou fragmentos
para o gene cry1Ae da regido conservada nem
para o cry1Ac da regido nao conservada, porém
amplificou para as demais regibes, confirmando
a presenga do gene cry1A (Figura 1).

A linhagem CRY(-)B nao amplificou para
nenhuma das subclasses do gene cry1A, sendo
este resultado j& esperado, visto que STAHLY et
al. (1978) realizaram a identificacdo desta linha-
gem de B. thuringiensis por deteccdo do anti-
geno flagelar e descreveram-na como acristali-
fera.
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A analise dos fragmentos produzidos, que
envolvem as subclasses do gene cry1A, tendo
como molde o material genético obtido dos isola-
dos MT6, MT7, SP6, SP8, PR2 e a linhagem
HD73, permitiu caracteriza-los quanto a pre-
senca das subclasses do gene cry1A, relatando
por meio das mesmas a presenca deste gene.
Os produtos de amplificagdo, provenientes dos

iniciadores elaborados para as subclasses do
gene cry1A nos isolados MT6, MT7, PR2, SP6 e
SP8, diferiram-se dos resultados encontrados
por VILAS-BOAS & LEMOS (2004). Estes auto-
res ndo observaram amplificacdes de bandas
para as mesmas subclasses deste gene, pois
utilizaram iniciadores obtidos de diferentes regi-
Oes do mesmo gene.

123456789

MM123 4567 89

850 pb
650 pp——p

Figura 1 - Amplificacdo das regides conservadas (A) e ndo conservadas (B) dos genes cryi1Aa,
cry1Ab, cry1Ac e crylAe dos isolados de B. thuringiensis, sendo: MM-marcador de tamanho
molecular “1 kb Plus DNA Ladder®”; 1-CRY(-)B; 2-PR2; 3-HD73; 4- MT7; 5-SP6; 6-SP8; 7-MT6; 8-
BR6; 9-controle negativo.

Figure 1 - Amplification of regions A (conserved) and B ( non conserved) of genes cry1Aa, cry1Ab,
cry1Ac, and cry1Ae of the B. thuringiensis isolates where MM — marker of molecular size “1 kb Plus
DNA Ladder®”; 1-CRY(-)B; 2 — PR2; 3 — HD73; 4 — MT7; 5 — SP6; 6 — SP8; 7 MT6; 8 — BR6; 9 —
negative control.

A separagdo do material genético por
ultracentrifugagéo possibilitou a detecgdo do

DNA plasmidial em todos os isolados e na
linhagem HD73, com excecdo da linhagem
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CRY(-)B. A restricao feita com a enzima EcoRlI
demonstrou que os plasmidios dos isolados
MT6, MT7, SP8 e SP6 apresentaram sitios de
restricdo semelhantes, e a linhagem HD73 e o
isolado PR2 apresentaram sitios que diferiram
entre si e dos demais. A restricao efetuada com

MM SP8 MT6 MT7

material genético oriundo dos cromossomos
permitiu a visualizagdo de um “smear”. A
restricdo confirmou a auséncia de contaminacgéo
do DNA plasmidial com DNA cromossémico
(Figura 2).

SP6 PR2 HD73

12,000 pb—»

1,650 pb—p-

1,000 pb—p-

Figura 2 - Restricdo dos plasmidios dos isolados de B. thuringiensis com a enzima EcoRl. MM-
marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA Ladder.
Figure 2 - Plasmid restriction of the B. thuringiensis restriction with the enzyme EcoR1. MM — marker

of molecular size 1 kb Plus DNA Ladder

A analise dos perfis plasmidiais dos sete
isolados apresentou dois perfis diferentes, sendo
que os isolados MT6, MT7, SP8 e SP6 evidenci-
aram o mesmo perfil, e a linhagem HD73 e o
isolado PR2 foram semelhantes. A linhagem
CRY(-)B foi utilizada para demonstrar a auséncia
de perfil (Figura 3). VILAS-BOAS & LEMOS
(2004) consideram este tipo de estudo impor-
tante para diferenciar os isolados e caracteriza-
los. Estes autores consideram que o apareci-
mento ou a auséncia de bandas pode ser em
decorréncia da presenca de diferentes configura-
¢cbes de um mesmo plasmidio, ou a nao recupe-
ragdo de alguns plasmidios durante a fase de
extragao do DNA. No entanto, estas perdas tam-
bém podem ocorrer durante a separagdo pela
ultracentrigagcéo e durante o processo de retirada
de brometo e cloreto de césio das amostras.

No estudo das CMIls, a linhagem CRY
(-)B foi resistente ao antibiotico rifampicina em
todas as concentragdes, diferenciando-se dos
demais, que foram totalmente suscetiveis para
este antimicrobiano. A eritromicina foi eficiente
para inibir o crescimento dos isolados e linha-
gens-padrdo e, para a canamicina, todos apre-

sentaram resisténcia. O antibiético estreptomi-
cina demonstrou variagdo de resisténcia, sendo
as linhagens HD73 e CRY(-)B resistentes até a
concentracao de 100 pg/ml, e os isolados MT6,
MT7, SP6, SP8 e PR2, até 60 pg/ml. Estes re-
sultados indicaram que a utilizacdo de eritromi-
cina nao foi indicada para isolamentos destas
cepas, sendo a canamicina mais promissora
para selecdo de B. thuringiensis. Pelo fato de
algumas linhagens de B. thuringiensis ndo serem
patogénicas, ndo ha uma caracterizagdo padro-
nizada dos antibiéticos quanto as concentracdes
que determinam suscetibilidade ou resisténcia. A
utilizacdo de antibidticos, associada a outras
técnicas, como PCR (CAVALEIRO et al., 2005) e
andlises de microscopia éptica sao utilizadas
para caracterizar e identificar novos isolados de
B. thuringiensis e diferencia-los de outras bacté-
rias (SILVA-WERNECK & MONNERAT, 2001;
MONNERAT et al., 2001, citados por SILVA et
al., 2002).

Os iniciadores utilizados na analise por
RAPD produziram bandas polimérficas, sendo
estas usadas para a elaboragdo de uma matriz
binaria que determinou a construgdo do dendro-
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grama observado na Figura 4. Nesta figura, nota-
se que os isolados MT7, PR2, MT6, SP6 e SP8 e
a linhagem HD-1 apresentaram maior similari-
dade entre si, formando subgrupos dentro de um
grupo maior onde se inseriu a linhagem HD73. O
padrdao CRY(-)B distanciou-se do grupo por
apresentar menor similaridade genética, e a
amostra de DNA de planta (P) utilizada como
controle diferencial apresentou baixa similaridade
com os demais isolados, determinando um grupo
distinto, pelo fato de os iniciadores serem aleaté-
rios e apresentarem homologia no genoma total
deste organismo. A diferenga da linhagem HD73

MM DHSa CRY(-)B HD73 PR2 MT6

12000 pb —»

4000 pb —»

1000 pb —»

500 pb—>»

pode ser atribuida a diversificagdbes no perfil
plasmidial e no sitio de restricdo além da locali-
zacgao do gene cry1Ac em um Unico plasmidio de
50 MDa (LERECLUS et al., 1993). Os isolados
SP8 e SP6 apresentaram 100 % de similaridade,
sendo agrupados em um Unico subgrupo, além
de apresentarem caracteristicas semelhantes em
todas as técnicas analisadas. Portanto, a analise
por RAPD indicou baixa variabilidade genética
entre os isolados. A utilizagao desta técnica para
caracterizar B. thuringiensis também foi utilizada
por GAVIRIA et al. (2003).

MT7 SP6  SPS8

Figura 3 - Perfil plasmidial dos isolados de B. thuringiensis. MM-marcador de tamanho molecular “1
kb DNA Ladder®”. Os codigos referem-se aos isolados.
Figure 3 - Plasmid profile of the B. thuringiensis isolates. MM — marker of molecular size “1 kb DNA

Ladder®”. The codes refer to the isolates.

Nos resultados dos bioensaios (Tabela 2),
os isolados SP6, PR2, SP8, MT6, MT7 e a linha-
gem HD73 ndo diferiram significativamente entre
si, causando 100% de mortalidade, sendo as
mais promissoras para o controle de S. frugi-
perda, assim como a linhagem HD-1, a qual tem
amplo espectro de atividade larvicida dentro da
Ordem Lepidéptera (NAVON, 1993). No entanto,

diversas espécies de Spodoptera, pertencentes a
Familia Noctuidae, sdo pouco sensiveis a esses
agentes (MOAR et al.,, 1990; INAGAKI et al.,
1992; NAVON, 1993; LAMBERT et al., 1996). Os
bioensaios demonstraram o potencial patogénico
dos isolados e linhagens no controle de lagartas
de primeiro instar de S. frugiperda. De acordo
com LEE et al. (1996), SCHNEPF et al. (1998), a
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correlagdo das subclasses do gene cry1A com com os esporos, tornando-se necessario realizar
bioensaios indica que a toxicidade de algumas e analisar bioensaios com proteinas individuais e
estirpes aos insetos-alvo pode ocorrer por causa em conjunto para confirmar a toxina responsavel
das interagdes sinergisticas entre as toxinas pela mortalidade.

encontradas ou, mesmo, pela interagdo destas

0.00 0.25 0.50 075 1.00

CRY -B

|7 HO?3

MWTF

— HD1

[~ PR2

r MTE

SP6

SPE

Figura 4 - Dendrograma de similaridade genética entre os isolados de B. thuringiensis, obtido pela
matriz de similaridade genética. Os codigos referem-se aos isolados.

Figure 4 - Dendrogram of the genetic similarity between the B. thuringiensis isolates as indicated by
the genetic similarity matrix. The codes refer to the isolates.

Tabela 2 - Mortalidade (£ EP) de lagartas de S. frugiperda (Lep.: Noctuidae) por diferentes
isolados de B. thuringiensis ap6s cinco dias de inoculagao.

Table 2 - S. frugiperda (Lep. Noctuidae) caterpillar mortality caused by different isolates of B.
thuringiensis 5 days after inoculation

Isolados e linhagens de B. thuringiensis % de mortalidade + EP
SP6 100,00 £ 0,00 A
HD73 100,00 £ 0,00 A
PR2 100,00 £ 0,00 A
SP8 100,00 £ 0,00 A
MT6 100,00 £ 0,00 A
MT7 100,00 £ 0,00 A
HD1 100,00 £ 0,00 A
CRY(-)B 8,00+ 3,73 B
Testemunha (agua) 8,00+ 3,73 B

CV = 6,41%. Médias seguidas por letras distintas diferem 5% entre si pelo teste de Tukey.
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CV = 6.41%. Means followed by different letters are significantly different at the 5% level of probability according

the Tukey test.

Os resultados dos bioensaios foram con-
firmados pelos produtos de amplificagdo das
subclasses do gene cry1A, aliados a alta simila-
ridade genética mostrada pela analise de RAPD.
Uma analise de expressao génica poderia con-
firmar o que ocorreu com o isolado PR2, que nao
amplificou para duas subclasses, mas causou
mortalidade como outros isolados.

A linhagem CRY(-)B ndo apresentou ati-
vidade patogénica, podendo ser utilizada como
um controle negativo, pois demonstrou mortali-
dade igual a testemunha. Sua atividade no bio-
ensaio foi confirmada pelos resultados obtidos
nas demais técnicas.

Conclusoes

Os isolados MT6, MT7, PR2, SP6, SP8 e
a linhagem HD73 analisados pelas técnicas de
PCR apresentaram a presenga do gene cry1A e
suas subclasses, CMIs, perfil plasmidial, RAPD e
bioensaio de patogenicidade, apresentaram alta
similaridade genética e foram efetivos no con-
trole de lagartas de primeiro instar de S. frugi-
perda. A linhagem CRY(-)B apresentou baixa
similaridade em relagdo aos outros isolados, nao
foi efetiva na mortalidade de S. frugiperda, tor-
nando-se um controle-padrdo neste trabalho e
para outras pesquisas.
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