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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo selecionar e caracterizar através de métodos
bioquimicos e moleculares estirpes de B. thuringiensis toxicas contra Agrotis
ipsilon. Bioensaios seletivos foram realizados com 71 estirpes selecionadas
pela sua atividade contra insetos da ordem Lepidoptera. As estirpes que
causaram mortalidade de 100% pertencem aos sorotipos galleriae (S597), sotto
(S615), aizawiai (S616) e kurstaki (S1450) descritos na literatura como toxicos
a Lepidopteros. As estirpes denominadas S907 e S1168 também causaram
100% de mortalidade. As estirpes S906, S234 e S844 causaram 75%. Testes
moleculares foram realizados com as estirpes S597, S615 e S844, as quais
ndo haviam ainda sido caracterizadas, enquanto as demais ja tinham sua
caracterizagdo bioquimica e molecular descritas. Os resultados dos testes
moleculares obtidos com a estirpe S615 identificaram a presenca dos genes
crylAb, crylAc e cry2. A estirpe S844 mostrou a presenca dos genes cry2 e
cryll. Na estirpe S597 nenhum gene cry foi indentificado, de acordo com a
metodologia empregada. Objetivando a identificacdo da atividade tdxica
individual de proteinas Cry foram conduzidos bioensaios para determinacédo da
dose letal necessaria para causar mortalidade em 50% da populacéo (CL50) de
lagartas de S. frugiperda. Utilizou-se para isso, as proteinas CrylAa, CrylAb,
CrylAc e Cry2A presentes no B. thuringiensis subespécie kurstaki HD-1 (Btk).
Adicionalmente, foram conduzidos experimentos para verificacdo da ligacéo
dessas proteinas a receptores de membrana de lagartas de S. frugiperda. Trés
estirpes recombinantes de B. thuringiensis e uma estirpe nativa foram utilizadas

nesse trabalho para a producdo das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e

XVii



Cry2A. Bioensaios de dose com lagartas de segundo instar de S. frugiperda
apresentaram CL50 de 12,416 ng/cm? 13.434 ng/cm2, 108,773 nglcm?® e
164,350 ng/cm?, respectivamente, evidenciando diferentes atividades toxicas.
Os resultados dos ensaios de ligacao realizados com VMMAs de S. frugiperda
demonstraram ligacdes de diferentes intensidades a receptores de membrana
com as proteinas CrylAa e CrylAb, CrylAc e Cry2A marcadas com biotina.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda; Agrotis ipsilon; Bacillus thuringiensis;

proteinas Cry; receptores de membrana.
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ABSTRACT

This work aimed to select and characterize through bioassays and
biochemical and molecular methods, strains of B. thuringiensis which are toxic
for Agrotis ipsilon. Selective bioassays were done with 71 strains, selected
according to toxic activity against Lepdopteran insects. Some Bt strains caused
100% of mortality to A. ipsilon larvae. These strains belonged to serotypes
galleriae (S597), sotto (S615), aizawiai (S616), kurstaki (S1450) described as
toxic against Lepdopteran insects. The strains named S906, S234 and S844
caused mortality of 75% to A. ipsilon larvae. Molecular analysis were conduced
using the strains S597, S615 and S844, which have no characterization
described, while all others strains had biochemical and molecular
characterization described. The results from molecular tests obtained with strain
S615 identified the presence of genes crylAb, crylAc and cry2. The strain
S844 showed the presence of genes cry2 and cryll. On strain S597 wasn't
identified any gene cry, according to methodology employed. Aiming the
identification of individual toxic activity of Cry proteins were conduced bioassays
for determination of lethal dosis necessary to causes mortality in 50% of
population (LC50) of S. frugiperda larvae. Were used the proteins CrylAa,
CrylAb, CrylAc and Cry2A present in B. thuringiensis subspecies kurstaki HD-
1 (Btk). Additionally, experiments to verify the binding of these proteins to
membrane cell receptors of S. frugiperda larvae were conduced. Three
recombinant strains of B thuringiensis and one wild type strain were utilized at
this work to produce of proteins CrylAa, CrylAb, CrylAc and Cry2A. Bioassays
with S. frugiperda larvae of second instar showed LCso of 12.416 ng/cm?,

13.434 ng/cm?, 108.773 ng/cm? and 164.350 ng/cm?, respectively, evidencing

XiX



different toxic activity. The results of binding assays done with BBMV (brush
border membrane vesicles) of S. frugiperda showed binding with membrane cell
receptors of proteins CrylAa, CrylAb, CrylAc and Cry2A marked with biotin.

Keywords: Spodoptera frugiperda; Agrotis ipsilon; Bacillus thuringiensis; Cry

proteins; membrane cell receptors.
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1. INTRODUCAO GERAL

De acordo com relatério elaborado pelas Organizacdo das NacOes
Unidas (ONU) a populacdo mundial deveria ultrapassar 6,1 bilhdes de
habitantes no ano 2000, fato que foi confirmado. Para o ano de 2050 a
perspectiva, de acordo com o mesmo relatério, € que a populacao alcancara
em torno de 9,2 bilhdes de habitantes. A maior parte dessa populacdo deve
pertencer aos paises em desenvolvimento. Essa observacdo sugere que
devemos otimizar cada vez mais a producao de alimentos agricultaveis, ja que
teremos uma demanda cada vez maior (ONU, 1998).

Observamos que desde os primordios da civilizacdo, o homem vem
continuamente se esforcado para melhorar sua condicao de vida. Seu esforgo
para aumentar a producdo em quantidades suficientes de alimentos se
contrap@s as devastacdes causadas pelas pragas. Entretanto, segundo Ehrlich
& Raven (1964) a domesticacdo das plantas causa perda de compostos de
resisténcia tornando-a susceptivel a uma variedade de pragas. Silva-Filho &
Falcon (2000) afirmam que a perda da safra de alimentos no mundo pelo
ataque de insetos praga pode alcancar 15%. Com o intuito de combater essas
pragas foram produzidos entdo os compostos denominados agroquimicos,
incluindo fertilizantes e agrotoxicos (Silva & Fay, 2004).

Ao longo dos anos o0s agrotoxicos tém causado sérios danos ao
ambiente, porém, hoje eles séo sintetizados com a premissa de exercerem
menos impacto sobre o0s organismos ndo-alvo e de garantir a eficacia
agrondmica no controle de pragas, doencas e plantas daninhas. No entanto,
alguns desses compostos podem ainda afetar fortemente a vida selvagem, a

saude do homem, o solo, a 4gua, atuar sobre 0s inimigos naturais e promover



a selecao de populacdes de organismos resistentes. Além disso, o0 custo para
obtencéo desses defensivos €, geralmente, elevado (Capel, 1993).

Todos esses fatores levaram o homem a procurar técnicas alternativas
ao uso de compostos quimicos para o controle de pragas que sejam mais
econdmicos e menos prejudiciais ao meio ambiente. Entre essas alternativas
esta o uso de produtos biolégicos como bactérias, fungos e virus, 0s quais tém
sido testados com sucesso em programas de protecdo de culturas contra
insetos, patégenos e plantas daninhas. Segundo Secchi (2002), os
bioinseticidas sdo, na maioria das vezes, seletivos, seguros ao aplicador e nao
poluem o meio ambiente, representando uma alternativa verdadeiramente
sustentavel.

O produto biolégico mais conhecido para uso agricola no controle de
insetos € produzido utilizando-se o Bacillus thuringiensis (Bt) (Silva & Fay,
2004), sendo responsavel por 90%-95% do mercado de bioinseticidas no
mundo (Valadares-Inglis et al., 1998). Os bioinseticidas formulados a partir de
Bt sdo mais comumente usados em combate a insetos da ordem Lepidoptera,
porém, também tém sido utilizados para outras ordens como Diptera e
Coleoptera (Monnerat & Bravo, 2000).

B. thuringiensis € uma bactéria, aerdbica, Gram positiva, da familia
Bacillaceae, que se caracteriza pela producao de inclusfes protéicas cristalinas
(proteinas Cry) durante a fase do ciclo de crescimento no momento de sua
esporulacédo. Esta observacdo levou ao desenvolvimento de pesquisas de
bioinseticidas baseados no Bt para o controle de certas espécies nas ordens

Lepidoptera, Diptera, e Coleoptera (Scnepf et al., 1998).



O modo de acédo das proteinas Cry tem sido extensivamente estudado e
sabe-se que apd6s a ingestdo dessas proteinas (protoxina), ocorre a
solubilizac&do no suco digestivo do inseto, geralmente em pH alcalino (Charles,
2000). Em seguida, ocorre a ativagdo proteolitica da protoxina, principalmente
por serino proteinases (Federici, 1990). Finalmente, a proteina ativa se liga a
receptores de membrana especificos causando a permeabilizacdo da
membrana e consequentemente, a perda do suco digestivo, paralisia e morte
do inseto por inanicdo e septicemia (Rabinovitch et al., 2000; Monnerat &
Bravo, 2000).

E notavel a importancia que o uso dessa bactéria pode ter no combate
as pragas da agricultura. No caso da cultura do milho (Zea mays L.), sdo
conhecidas pelo menos 21 espécies associadas de Lepidopteros, distribuidas
nas familias Arctiidae, Cosmopterigidae, Crambidae, Noctuidae, Pyralidae e
Saturniidae (Soto & Nakano, 2003). O Brasil é 0 4° maior produtor mundial de
milho, sendo que essa cultura ocupa cerca de 13 milhGes de hectares, com
uma producdo média de 41 milhdes de toneladas por ano (FNP Consultoria &
Comércio, 2006). Porém, o rendimento da cultura do milho €& baixo,
principalmente quando comparado ao de outros paises produtores como a
Argentina, China e Estados Unidos. Esse fato deve-se a diversos fatores, entre
eles, ao ataque das pragas, tais como, Lagarta rosca (Agrotis ipsilon) e a
Lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda).

A lagarta rosca (Agrotis ipsilon) (Hufnagel,1766) é uma praga polifaga e
cosmopolita, causadora de sérios danos em cultivos horticulas e em sistemas
de produgéao de gréos, tais como, milho, feijao, soja e algodao. O dano causado

pelo inseto € maior se houver populacdo elevada de lagartas grandes,



provenientes de plantas hospedeiras, na fase de germinacdo das plantas,
situacdo mais provavel de ocorrer nos sistemas de plantio direto.

A lagarta Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), pertencente a
Ordem Lepidoptera e a familia Noctuidae é a principal praga da cultura do
milho. As lagartas danificam as folhas centrais do cartucho do milho, o qual
pode ser totalmente destruido. Em ocorréncias tardias, podem atacar a espiga,
destruindo a palha e os graos, além de propiciarem a entrada de patégenos e
umidade, determinando o apodrecimento das mesmas. O ataque pode ocorrer
desde a fase de plantula até as fases de pendoamento e espigamento (Avila et
al., 1997). Além do milho, o inseto danifica também outras culturas, incluindo
pastagens, arroz, cana-de-acucar, trigo, aveia, cevada, amendoim, batatinha,
alfafa e diversas hortalicas.

O controle dessas pragas, nhormalmente, € realizado com aplicacdo de
inseticidas quimicos logo no inicio da infestagdo, porém, quando a lagarta ja se
encontra em fase de desenvolvimento mais adiantado, o uso de inseticidas
pode causar desequilibrios ecologicos, resisténcia de pragas, efeitos
toxicologicos e perdas econdmicas.

O uso de inseticida biolégico a base de Bacillus thunringiensis,
entretanto, tem se mostrado eficiente se usado logo ap6s a ecloséo das larvas
ainda nas folhas. Contudo, o elevado custo, a alta concorréncia com 0s
produtos quimicos e a falta de investimento no desenvolvimento e formulacao
destes sdo as principais limitagdes dos bioinseticidas no mercado (Polanczyk
et.al., 2003). Para viabilizar a producdo desses bioinseticidas, em todo o
mundo, séo pesquisadas novas estirpes de B. thuringiensis visando o aumento

do numero de toxinas disponiveis para o controle de insetos. A Embrapa



Recursos Genéticos e Biotecnologia possui em torno de 2.300 estirpes em seu
banco de Bacillus entomopatogénicos e é referéncia mundial na pesquisa da
area (Monnerat, et al., 2001).

Estas estirpes estdo sendo testadas e caracterizadas contra insetos-praga
e vetores de doencas para serem utilizadas como base para producdo de
bioinseticidas, ou como doadoras de genes codificadores de proteinas
inseticidas, que poderdo ser utilizados na producdo de plantas transgénicas
resistentes a insetos.

O presente trabalho tem como objetivos selecionar e caracterizar através
de métodos bioquimicos e moleculares estirpes de B. thuringiensis toxicas
contra larvas de Agrotis ipsilon a partir do banco de Bacillus
entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a
determinacdo da atividade inseticida de proteinas Cry toxicas contra larvas e
Spodoptera frugiperda. Adicionalmente foram conduzidos experimentos para
verificar a ligacdo das referidas proteinas a receptores de membrana de
lagartas de S. frugiperda. Os resultados obtidos poderdo ser utilizados para
formulagdo de novos bioinseticidas mais eficazes para o controle dessas
pragas e/ou em estudos moleculares para a escolha de um gene codificador de

uma proteina Cry candidata para futuras aplicag6es biotecnoldgicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econdmica da cultura do milho no mundo e no Brasil

2.1.1 Panorama Mundial

O milho (Zea Mays L.) é um dos mais importantes cereais do mundo,
podendo, em varios paises, representar a base da alimentacdo humana e
animal (Pinazza, 2007). Os numeros exatos da producdo mundial de milho da
safra de 2007/08 ainda nao foram divulgados, contudo, segundo relatério do
USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos) de 2007, verificou-se
as primeiras estimativas do quadro de oferta mundial de milho para a safra
2007/08, a qual ficou em torno de 766,5 milhdes de toneladas. Dessa forma,
identifica-se um possivel aumento de 9,8% em relagdo a safra de 2006/07
guando foram produzidas globalmente 697,7 milhdes de toneladas (FAEP,
2007).

Segundo Duarte et al. (2005) a cultura do milho é estratégica e deve ser
analisada preferencialmente no ambito das produtivas ou sistemas agro-
industriais (SAG). Embora o milho seja insumo para producdo de uma centena
de produtos, é no SAG de suinos e aves que sao consumidos
aproximadamente 70% do milho produzido no mundo.

Os maiores produtores mundiais de milho sdo os Estados Unidos e a
China que também sdo os maiores exportadores. O Brasil ocupa a terceira
posicdo em termos de produgdo mundial com, aproximadamente, 54 milhdes
de toneladas produzidas no somatorio da 12 e 22 safras de 2007/2008. (Conab,

2008).



Nesse cenario, merecem destaque duas importantes mudancas em
curso que podem influenciar esses dados nos proximos anos. A primeira vem
do fato de que a China vem gradativamente diminuindo seus estoques, por
meio de uma agressiva politica de exportacdo. Como a produc¢do chinesa nao
tem sido suficiente para atender uma demanda crescente, a China devera em
uma primeira fase reduzir as exportacées e, em uma segunda fase, passar de
exportadora a importadora liquida de milho, em um curto periodo de tempo.
Essa situagdo abrira um mercado de cerca de oito a nove milhdes de toneladas
adquiridas anualmente por paises asiaticos que tradicionalmente compravam
da China.

A segunda forte mudanca nesse cenario € que esta ocorrendo um
processo de incremento de producéo de etanol a partir do milho nos Estados
Unidos, o que pode aumentar o consumo interno deste cereal e reduzir as
guantidades disponiveis para exportacdo no pais que € responsavel por mais
de 50% da quantidade comercializada internacionalmente (Pinazza, 2007).

Recentemente, com o estabelecimento da crise mundial de alimentos e
a elevacao, principalmente, do preco do arroz no mercado mundial a ONU vem
combatendo o aumento da &rea de cultivo de plantas destinadas a producéo de
biocombustiveis, objetivando evitar a concorréncia por areas agricultaveis e um
agravamento da crise. Nesse sentido, os Estados Unidos e o Brasil estdo
recebendo forte ataque do bloco europeu para conter a destinacdo do milho
para a producdo de éalcool (EUA) e da soja para a producdo de biodiesel
(Brasil). Por outro lado, é importante destacar que os paises do bloco europeu
ocupam praticamente todas as areas disponiveis para a agricultura de seu

continente e possuem pouca diversidade em biomassa. Na Europa, somente



uma planta oleagionosa se destaca para a producao de biodiesel, a colza, que
vem sendo amplamente utilizada, contudo, ndo possuem areas para aumentar
esse plantio. A posicdo da ONU quanto a utilizagdo do milho e da soja para fins
energéticos deve ser considerada, contudo, ndo podemos desconsiderar 0s
recentes investimentos dos dois paises no desenvolvimento da pesquisa e de
tecnologias voltadas para a producdo dos biocombustiveis. Uma analise de
cada caso deve ser feita, levando-se em consideragéo os pontos fortes e fracos
de cada sistema produtivo e o receio dos paises europeus em relacdo a esse
assunto parece estar focado, principalmente na tentativa de evitar que o Brasil

e EUA se tornem poténcia nesse setor.

2.1.2 A cultura do milho no Brasil

Segundo Freitas (2001), o milho (Zea mays mays L.) é originario da
América Central e evoluiu primeiramente do cruzamento de espécies de
teosinte (Zea mays parviglumis e Zea mays mexicana). O milho possui uma
histéria de mais de oito mil anos nas Américas, sendo cultivado desde o
periodo pré-colombiano. Existem, hoje, identificadas 300 racas de milho e
dentro de cada raca, milhares de cultivares (CNTBio, 2008).

O Cultivo do milho contribui significativamente para o desenvolvimento
do agronegdcio brasileiro, pois apresenta altas produtividades e rapido retorno
financeiro, tornando-se uma boa opcao para a diversificacdo das atividades na
propriedade rural (Souza, 2002). Sua cadeia produtiva € um dos segmentos
econdmicos mais importantes do agronegoécio brasileiro. Segundo Pinazza
(2007) o milho responde por cerca de 40% da producao nacional de gréos. Ao

mesmo tempo é insumo basico para a avicultura e suinocultura, dois setores



extremamente competitivos em nivel internacional e grandes geradores de
receitas, via exportagao.

A producéo de milho no Brasil tem se caracterizado pela divisdo da
producdo em duas épocas de plantio. Os plantios de primeira safra sao
realizados durante o periodo chuvoso, durante os meses agosto a setembro, e
os de segunda safra, ou "safrinha" se referem ao milho de sequeiro, plantado,
em fevereiro ou marco, quase sempre depois da soja precoce,
predominantemente na regido Centro-Oeste (Cnpms, 2008).

A Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) divulgou em seu
quinto levantamento 2008 os dados da producdo nacional da safra de
2007/2008, que ficou em torno de 53.5 milhdes de toneladas (Conab, 2008).
Conforme pode ser visualizado na Tabela 1 a producao brasileira nos ultimos
cinco anos foi crescente em termos de producgéo de gréos. Esse fator pode ser
explicado pelo aumento da area plantada no pais e pelo aumento do
rendimento por hectare da cultura.

Tabela 1 - Producéo Brasileira de Milho no periodo de 2004-2008. Fonte:
Conab, 2008

Safra 2008 2007 2006 2005 2004

Producéo (1.000t)

Total 53.586,50 51.370 42.514 35.007 42.128
12 Safra 38.233,60 36.597 31.809 27.298 31.554
22 Safra 15.353,00 14.773 10.705 7.708 10.574

Area plantada (1.000 ha)

Total 14.309,00 14.055 12.963 12.208 12.093
12 Safra 9.684,00 9.494 9.652 9.021 9.465
22 Safra 4.625,00 4.561 3.311 3.186 3.317

Rendimento (kg.ha-1)

Total 3.745 3.655 3.279 2.867 3.286
12 Safra 3.948 3.855 3.295 3.026 3.334
22 Safra 3.320 3.239 3.233 2.419 3.187




Do total da produgdo brasileira de milho a regido centro-oeste é
responsavel por 14,1 milhdes de toneladas, cerca de 26% da producao
nacional atras somente da regido sul que praticamente produz a metade de
todo milho brasileiro (Tabela 2). O Distrito Federal é responsavel por 316,5 mil
toneladas que apesar do aparente pequeno volume produzido aumentou em
mais de 100% sua producao nos ultimos cinco anos. O estado maior produtor é
o Parana com mais de 5 (cinco) milhdes de toneladas de grdos produzidos na
safra 2007/2008. Esses numeros podem ser visualizados e comparados nos
levantamentos de safras agricolas realizados anualmente pela Companhia
Nacional de Abastecimento disponivel no endereco eletrdnico:

http://www.conab.qgov.br/conabweb/index.php.

Tabela 2 - Producdo de Milho por Regido no periodo de 2002 a 2008. Safra
Total (1.000 t).Fonte: Conab (2008)

REGIAO/UF 2008 2007 2006 2005 2004 2003 2002
Norte 1.204,20 1.229 1.129 1108 1.090 979 855
Nordeste 4.199,20 3.796 3.242 2969 3.003 3.278 2.055

Centro-oeste 14.173,70 13.686 9.592 7.823 9.355 9.931 7.088

Sudeste 10.524,20 10.337 9.651 10.303 10.649 10.048 8.894
Sul 23.485,30 23.273 18.899 12.804 18.032 23.175 16.375
BRASIL 53.586,60 52.320 42.514 35.007 42.129 47.411 35.267

O aumento da producéo e da produtividade também é uma das bases
para a reducdo do custo de producdo, de forma que o Brasil se torne
competitivo também no mercado internacional ja que praticamente toda sua

producéo é voltada para o consumo doméstico. O rendimento da cultura ainda
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pode ser aumentado e, nesse sentido a pesquisa deve ser fomentada
objetivando cultivares mais produtivas e melhores adaptadas as variadas
condi¢cdes edafo-climaticas existentes no Pais. Conforme também pode-se
inferir da tabela 1 é que a area plantada com milho aumenta a cada ano
agricola causando segundo, Souza (2005) o aumento da incidéncia de pragas
gerando a necessidade de controla-las, sejam elas constantes ou apenas
esporadicas ou acidentais. No controle dessas pragas o agricultor faz uso,
principalmente, de inseticidas quimicos aumentando significativamente seu
custo de producéo, além de causar sérios danos ao meio-ambiente. No anexo
A encontram-se listados os inseticidas quimicos registrados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle de Agrotis
ipsilon e Spodoptera frugiperda na cultura do milho no Brasil (Agrofit, 2008).
Entre as pragas que atacam o milho a ordem Lepidoptera possui maior
namero de espécies nocivas, cuja fase larval pode danificar todas as partes da
plantas cultivadas (Gallo et al. 1988). Destacam-se, nesse aspecto, os danos
causados pela lagarta do cartucho e pela lagarta rosca que juntas sao

responsaveis por mais de 20% de danos a producao de graos (Cruz, 1980).

2.2 Lagarta rosca (Agrotis ipsilon)

2.2.1 Descrigéo e Biologia

As lagartas-roscas pertencentes ao género Agrotis e constituem um
importante grupo de insetos-praga, devido, principalmente, aos prejuizos
causados a um grande numero de plantas cultivadas e a sua vasta distribuicdo
geografica (Vendramim et al.,, 1982). Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1767) é a

principal espécie de lagarta-rosca encontrada no Brasil. Ela é uma praga
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polifaga e cosmopolita, causadora de sérios danos em cultivos horticulas
(solanéaceas, curcubitaceas e cruciferas) e em sistemas de producéo de gréos,
tais como, milho, feijdo, soja e algodao (Vendramim et al., 1982; Silva et al.,
1968; Link & Pedrolo, 1987). Trata-se de um inseto de dificil controle, devido a
dificuldade de visualizacdo no campo, pois 0 mesmo possui habito noturno.

Vérias espécies de lagarta-rosca atacam a cultura de milho, porém, a
espécie Agrotis ipsilon tem sido a mais comum. As plantas atacadas por essa
lagarta ficam totalmente improdutivas. Na regido do cerrado brasileiro,
principalmente em areas cultivadas com milho sob o Sistema de Plantio Direto
(SPD), tem se observado um aumento consideravel do ataque de lagarta rosca
a cada ano agricola causando sérios danos aos agricultores. Waquil (2007) em
seu estudo sobre manejo fitossanitario e ambiental confirma essa observacao
ao afirmar que além da técnica de SPD a expansao da safrinha e de culturas
hospedeiras irrigadas aumentam a densidade populacional de insetos-praga
gue passam pelo menos uma de suas fases no solo.

A técnica de SPD mantém praticamente intacta a cobertura morta
composta de residuos de colheitas anteriores, favorecendo o aparecimento da
praga, com a disponibilizacdo de alimento permanente, solo Umido e sem o
revolvimento constante do solo. Essas caracteristicas propiciam um ambiente
favoravel ao seu desenvolvimento e reproducao.

O adulto de Agrotis ipsilon € uma mariposa geralmente de coloragéo
marrom-escura, com areas claras no primeiro par de asas e coloracao clara
com os bordos escuros, no segundo par (Figura 1A). O adulto mede cerca de
40 mm de envergadura. As lagartas (Figura 1B) sdo de coloracdo variavel,

cinza-escura a marrom-escura e podem medir 45-50 mm no seu maximo

12



desenvolvimento. Apresentam a sutura epicranial na forma de Y invertido.
Segundo Souza (2005) as lagartas apresentam oito pares de patas, sendo trés

toraxicas e cinco abdominais.

Figura 1 (A) Mariposa de Agrotis ipsilon (Visao Dorsal) e (B) Lagarta de
quinto instar de A. ipsilon (em aspecto de rosca)
Fonte:bugs.bio.nau.edu/grand _canyon/files/noctuidae.htm

S&o0 poucos os estudos publicados na literatura técnico-cientifica sobre a
biologia de A. ipsilon. Segundo Bento et al. (2007) esse fato € explicado devido
a dificuldade da sua criacdo em dietas naturais, com excecao do trabalho de
Santos & Nakano (1982), que conseguiram cria-lo em folhas de couve.

Como mencionado anteriormente, as lagartas tém habitos noturnos e
durante o dia encontram-se na base da planta, protegidas sob torrbes, ou a
poucos centimetros de profundidade no solo, na posi¢ao de rosca.

Bento et al. (2007) observaram em seu estudo, em dieta artificial, que o
desenvolvimento larval de A. ipsilon apresentou seis instares. Os mesmos
autores afirmam que o peso médio das pupas foi de 484 mg para fémeas e de
387 mg para machos, com respectivas duracdes de 12,6 e 12,3 dias até sua
eclosdo. A razdo sexual observada foi de 0,46 e, portanto, de 1 macho:1
fémea. As longevidades médias de machos e fémeas visualizadas foram em

meédia de 13,63 e 13,08 dias, respectivamente, com variacdo de 10 a 17 dias.
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As posturas ocorreram durante toda a fase adulta, e 80% do total dos ovos
foram depositados até o oitavo dia. Segundo Quintela (2002) o periodo de
incubacdo dos ovos €, em média, de cinco dias e apds o primeiro instar, as
lagartas dirigem-se para o solo, onde permanecem protegidas durante o dia, s6
saindo ao anoitecer para se alimentar.

Os dados apresentados acima foram diferentes dos relatados na
literatura por Quintela (2002) e Santos & Nakano (1982). Segundos esses
autores a fase de lagarta dura em média 28 dias e a fase de pupa dura em
torno de 15 dias com a postura situando-se entre 600 e 1000 ovos por

mariposa.

2.2.2 Danos causados por Agrotis ipsilon na cultura do milho

Segundo Link & Pedrolo (1987), A. ipsilon ocorre principalmente em
locais mais umidos. Segundo Cruz et al. (1995) uma larva é capaz de destruir
de quatro a seis plantas constituindo-se uma séria ameaca ao bom
desenvolvimento da cultura do milho.

A lagarta desse inseto alimenta-se da haste da planta, provocando o
seccionamento da mesma (Figura 2 A), que pode ser total, quando as plantas
estdo com a altura de até 20 cm, pois ainda sdo muito tenras e finas, e parcial,
ap0s esse periodo. O dano causado pelo inseto serd maior se houver
populacdo elevada de lagartas grandes, provenientes de plantas hospedeiras,
na fase de germinacdo das plantas. As plantas mais desenvolvidas podem
tolerar o dano por mais tempo, porém murcham e podem sofrer tombamento

pelo vento (Quintela, 2002).
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Figura 2 (A) Lagarta rosca logo apdés o ataque e (B) ldentificacdo no
campo de plantula de milho atacada pela lagarta rosca. Fonte:
www.gaipm.org/top50/images/cutworm.jpg

O milho geralmente s6 € atacado pela lagarta-rosca até atingir cerca de
50 cm de altura. Para identificar o ataque no campo deve-se procurar plantas
gue apresentam o colmo seccionado na regido do coleto (Figura 2B). Os
sintomas de ataque da lagarta-rosca séo, inicialmente, seccionamento parcial
do colmo e, quando a lesdo é grande, surge o chamado "coracdo morto"”, com
a consequente morte da planta. Quando a lesdo é pequena, surgem manchas
semelhantes as causadas por deficiéncias minerais. A lagarta-rosca pode
também provocar perfilhamento, o que € indesejavel, pois surgira uma touceira
totalmente improdutiva (Cruz et al., 1995).

Muitas vezes o ataque da lagarta-rosca é confundido com o da lagarta-
elasmo (Elasmopalpus lignosellus), porém, pode ser facilmente distinguido,
uma vez que, a lagarta-elasmo faz orificios e penetra no colmo, enquanto a
lagarta-rosca alimenta-se externamente, sem penetrar na planta.

Atualmente, o controle de A. ipsilon é realizado de forma quimica, as

vezes, utilizando-se produtos de alta toxicidade. O controle tem que ser

curativo, dirigindo-se o jato de pulverizacao para a base da planta ou tratando-
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se as sementes, mudas ou o sulco de plantio com piretréides ou produtos de

acao sistémica (Gallo et al., 2002).

2.3 Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (J.E. Smith, 1$797)
2.3.1 Importéncia e Biologia de Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) primeiramente descrita com o0 nome de
Phalaena frugiperda foi reconhecida como a principal praga do milho nos
Estados Unidos, no Brasil e em paises como Venezuela, Peru, Chile,
Coldmbia, México e Guatemala (Romano, 2007). Esta lagarta possui ampla
distribuicdo geogréfica, ocorrendo nas Américas e em algumas ilhas a oeste da
india (Bertels, 1970; Pedigo, 1989; Cruz, 1995).

A lagarta do cartucho possui coloracdo variando de pardo-escura até
preta, apresentando trés finas linhas longitudinais branca-amareladas na parte
dorsal do corpo (Figura 3A). Podem migrar para plantas vizinhas a procura de
folhas menos danificadas ou mais tenras. Devido, principalmente, ao
canibalismo que se manifesta a partir do terceiro instar, fator pelo qual é raro

encontrar mais de duas lagartas ha mesma planta (Cruz, 1995).
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Figura 3 (A) Lagarta de quinto instar de S. frugiperda e (B) Mariposa de
S. frugiperda (Visdo Dorsal) Fonte: http//www.insects.tamu.edu.
Acessado em: 23/05/2007

A presenca de habito canibal € um comportamento tipico da espécie
(Escalante, 1974; Raffa, 1987). Segundo Fernandes (2003) o canibalismo,
geralmente possui base genética, contudo, em popula¢des naturais, pode estar
relacionado a alimentacdo, densidade populacional, disponibilidade de
individuos vulneraveis e estresse.

O ciclo de vida da lagarta S. frugiperda abrange quatro fases distintas:
ovo, larva, pupa e adulto. Segundo Cruz (1995), as mariposas (Figura 3B)
voam para longe da area de origem, antes de fazer a postura. Os ovos sao
colocados em massa nas folhas, geralmente em duas camadas e cobertos por
uma camada fina e longa de escamas. O nimero de posturas colocadas por
mariposa varia bastante, sendo que j& foi observado um maximo de 13
posturas por fémea com capacidade variando de 1000 a 2000 ovos (Romano,
2007; Valicente & Cruz, 1991; Polanczyk, 2004; Ferraz, 1982).

Durante a fase larval o inseto pode apresentar de quatro a sete instares,
variando conforme a fonte de alimento (artificial ou natural), temperatura, sexo
e genética. A duracdo desta fase € de 12 a 30 dias, quando a lagarta atinge
aproximadamente 5 cm de comprimento (Lordello et al., 1980; Lucchini, 1977;
Nalim, 1991; Parra & Haddad, 1989).

Ao completar o desenvolvimento a lagarta penetra no solo, onde se
transforma em pupa. Em campo, a fase de crisalida dura em média 11 dias
(Valicente & Cruz, 1991). Em laboratério a duracdo desta fase varia entre 8 e

11 dias (Leiderman & Sauer, 1953; Melo & Silva, 1987).
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Os adultos emergem a noite, medindo cerca de 3,5 cm de envergadura,
com as asas anteriores pardo escuras e as posteriores branco-acinzentadas
(Cruz, 1995; Ferraz, 1982).

As mariposas durante o dia podem ser encontradas escondidas sob a
folnagem, proximas ao solo ou entre as folhas do cartucho. A atividade diaria
das mariposas comeca ao por-do-sol e atinge o pico entre duas e quatro horas

mais tarde (Romano, 2007).

2.3.2 Danos causados por Spodoptera frugiperda

No Brasil, tem-se observado ataque de S. frugiperda no cartucho, na
base da planta e na espiga (Figuras 4 A e B). As lagartas recém-eclodidas
raspam o limbo foliar das folhas mais novas e em instares mais adiantados, 0s
insetos passam a perfura-las. Quando o ataque ocorre nos estagios iniciais da
cultura, pode causar a morte de plantas, reduzindo o “stand”. Pode também se
dirigir para a regido da espiga, atacando o pedunculo e impedindo a formacao
de grdos. Pode ainda penetrar nas espigas na sua porcao basal e danificar
diretamente os graos ou alimentar-se da ponta da espiga. O dano mais severo
€ causado por lagartas de quinto e sexto instares (Bianco, 1991; Carvalho,
1982; Cruz, 1980; Cruz & Turpin, 1982; Valicente & Cruz, 1991; Waquil et al.,

1982; Parra et al., 1995; Gassen, 1996.
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Figura 4 — Danos causados por Spodoptera frugiperda em milho. A) folhas
raspadas e cortadas; e (B) espiga danificada. Fonte:
http://www.agricomseeds.net e http://www.agromil.com.br

Ao longo do desenvolvimento e maturacdo das plantas, ha variacées
morfologicas e fisiologicas, as quais podem determinar maior atratividade dos
adultos ou serem mais adequadas ao estabelecimento e desenvolvimento
larval do inseto. Independente do nivel de ataque, a produtividade do milho é
afetada, pois, a lagarta pode impedir o desenvolvimento da planta com
consequente ma formacéo de espigas e também pode haver reducdo do peso
das espigas produzidas. Carvalho (1970) e Cruz (1995) indicam que essa
praga pode reduzir a producdo de milho em até 35,45%. Segundo Cruz et al.
(1999), as perdas causadas pela lagarta-do-cartucho no Brasil atingem cerca
de U$ 40 milhdes por ano. Waquil & Vilella (2003) afirmam que as perdas pelo
ataque de S. frugiperda situa-se em 25% do total dos prejuizos causados por
pragas ao milho e pela maior parte dos 38,3 milhdes de ddélares gastos com
pulverizacdes de inseticidas.

E importante comentar que as perdas podem variar em funcdo da fase
de desenvolvimento da planta atacada, da cultivar utilizada, do local de plantio

e segundo as praticas agronémicas adotadas (Cruz, 1995).
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Nesse sentido, Gassen (1994), Cruz (1995) e Turpin (1982) enfatizam
gue os maiores danos ocorrem na fase em que a planta apresenta de oito a 10
folhas, podendo ocorrer uma redugéo de aproximadamente 19% no rendimento
de grédos. Na fase de até seis e a partir de 12 folhas, os danos séo inferiores a
9% na producdo de graos. Hruska e Gladstone (1988) relataram que
infestagbes de S. frugiperda em milho irrigado causaram reducéo de 45% no
rendimento da cultura. Silva (1995) constou que as lagartas reduzem maior
area foliar nas infestacdes nos estagios de 4 a 8 folhas.

O controle da lagarta-do-cartucho tem sido realizado, basicamente, pela
aplicacao de inseticidas e pela utilizacdo de cultivares resistentes (Gassen,
1996; Grutzmacher et al., 2000; Gallo et al., 2002). Por causa do alto custo dos
inseticidas e da dificuldade na obtencé&o de plantas resistentes e produtivas, ha
a necessidade de encontrar alternativas de controle eficientes,
economicamente viaveis e ecologicamente corretas, como 0 ja mencionado

uso do controle biolégico como os bioinseticidas produzidos a base de Bt.

2.4 Bacillus thuringiensis (Bt)

B. thuringiensis (Bt) € uma bactéria aerdbia, Gram positiva, da familia
Bacillaceae, caracterizada por produzir inclusbes protéicas cristalinas, com
atividade entomopatogénica, no momento de sua esporulacdo durante a fase
estacionaria de seu ciclo de crescimento (Bravo et al., 1998; Monnerat e Bravo,
2000). Esses cristais sdo compostos por proteinas denominadas 6-endotoxinas
ou proteinas Cry (Monnerat e Bravo, 2000). Tais proteinas sdo altamente
toxicas e especificas, tornando-as in6cuas para uma série de organismos,

incluindo o homem e insetos benéficos (Herrero et al., 2001, Siegel, 2001).
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Essa bactéria pode ser isolada de amostras de solo, agua, superficie de
plantas, de insetos mortos, teias de aranha e graos armazenados (Bravo et al.,
1998). A semelhanca de outras bactérias, esta espécie pode manter-se em
laténcia na forma de endodsporos, sob condigbes adversas. Estima-se que
existam mais de 50.000 estirpes de Bacillus spp. em cole¢cdes espalhadas pelo
mundo (Monnerat et al., 2001).

Embora geralmente o termo Bacillus thuringiensis seja empregado para
uma Unica espécie, na verdade ele pertence a um complexo de varias espécies
(B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, e B. weihenstephanensis) denominado B.
cereus. Bt e B. cereus, por exemplo, mostram caracteristicas fenotipicas e
bioguimicas comuns, mas por definicdo, Bt pode ser diferenciado pela
presenca dos cristais (Luthy & Wolfersberger, 2000), visiveis em microscopia
de contraste de fase (Figuras 5 A e B), embora este seja um critério com pouco
valor taxondmico (Lysenko, 1983). A distingdo entre estas espécies ndo é clara
e continua sendo assunto de interesse de muitos taxonomistas (Glare &
O’Callagham, 2000; Hansen & Salamitou,2000; Schnepf et al., 1998).

As proteinas Cry apresentam um espectro de acdo normalmente restrito
a uma ordem de insetos em particular. Mais de 300 genes cry, que codificam
as proteinas Cry, ja foram sequenciados e as proteinas Cry estéo classificadas
em 46 grupos organizados em diferentes subgrupos, além de dois grupos de
toxinas Cyt, em funcdo do grau de similaridade e identidade de seus
aminoacidos. A atualizacdo constante desses dados pode ser visualizada via

Internet no enderego: http://www.epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/

Bt/.
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Figura 5 - (A) Microscopia de contraste de fase de B. thuringiensis mostrando:
(c) cristais; (e) esporos (2.000x); e (B) - Colbnia de Bacillus thuringiensis.
Fotos: J. Niore/INRA.

2.4.1 Histoérico

O primeiro isolamento de B. thuringiensis foi realizado a partir de larvas
mortas de bicho da seda (Bombyx mori) e descrita em 1901 pelo bidlogo
japonés Shigetane Ishiwata.

Sua nomenclatura atual data de 1911 quando Emrst Berliner isolou um
bacilo a partir de larvas mortas da traca da farinha (Anagasta kuehniella) e o
nomeou de Bacillus thuringiensis em homenagem & provincia de Thuringia
(Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi encontrado. A bactéria B.
thuringiensis pode ser sistematicamente classificada como: Classe:
Firmibacteria; Ordem: Eubacteriales; Familia: Bacilaceae; Género: Bacillus;
Espécie: B. thuringiensis.

Em 1920, o B. thuringiensis (Bt) despontou como uma alternativa viavel
para o controle de insetos na agricultura. Contudo, somente 18 anos depois, na
Franca, registra-se o aparecimento da primeira formulacdo a base dessa

bactéria, a Sporeina (Weiser, 1986). Sua utilizacdo expandiu-se para varios
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paises da Europa e EUA com o aparecimento de varios inseticidas biologicos a
base de Bt.

Até a década de 60 sua utilizacdo era voltada para o controle de
Lepidopteros. Somente a partir dos anos 70, estudos comprovaram a
eficiéncia do Bt contra insetos da ordem Diptera, Coleoptera, Homoptera,
Ortoptera. Feilteison (1994) identificou em seus estudos a toxicidade do Bt
também para algumas espécies de nematoides, protozoarios e acaros.

Recentemente, novas tecnologias aplicadas a transformacdo genética
de plantas passaram a usar genes, que codificam as proteinas
entomopatogénicas de Bt para conferir resisténcia a pragas. Os primeiros
registros de plantas transgénicas, que expressavam toxinas de Bt, foram as
plantas de tabaco e tomate e a primeira plantacdo de milho geneticamente
modificado foi realizada nos Estados Unidos em 1995 (USEPA, 1999). A
Pesquisa e Inovacéo aplicadas em novas tecnologias séo o foco de diversas
instituicbes de pesquisas em todo o mundo e demonstra a importancia dessa

bactéria no controle biolégico de pragas agricolas e vetores de saude publica.

2.4.2 Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis

Sugundo Hansen & Salamitou (2000) o Bt pode produzir, além das
proteinas Cry, varias outras proteinas com atividade inseticida tais como: o-
exotoxina; B-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases. E
importante comentar que a acao sinérgica dos esporos produzidos pelas
proteinas também pode contribuir para a patogenicidade apresentada pelos

cristais (Johnson e McGaugey, 1996).
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2.4.2.1 a-exotoxina

A a-exotoxina, também conhecida como fosfolipase C, lecitinase ou
fosfatidilcolina fosfohidrolase, é uma enzima que possui atividade citolitica ao
atuar sobre os fosfolipidios que formam as membranas celulares de diversos
tipos celulares (Faust e Bulla Jr., 1982). Esta toxina € termolabil, solavel em
agua e altamente toxica a alguns insetos quando administrada via oral ou intra-
hemocélica. A toxina, também, pode apresentar toxicidade a ratos e outros
vertebrados, causando degeneracao e lise de heméacias (Krieg, 1971; Hansen e
Salamitou, 2000). O gene correspondente a essa exotoxina ja foi clonado e

sequenciado (Monnerat & Praca, 2006; Lechner et al., 1989).

2.4.2.2 - B-exotoxina

As B-exotoxinas ou Thuringiensinas, sdo toxinas termoestaveis,
produzidas durante a fase vegetativa do Bt. Existem dois tipos de -exotoxinas
existentes e sua diferenca de classificacdo em Tipo | e Tipo Il é devido a
diferencas de especificidade e toxicidade. A toxina tipo | € um analogo do ATP,
sendo composta de adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico, apresentando
massa molecular de 701 Daltons (Farkas et al., 1969). Esta toxina atua inibindo
a acdo da RNA polimerase, através da competicdo pelo ATP, sendo altamente
toxica para varias ordens de insetos, acaros, nematoides e também
vertebrados, com efeitos teratogénicos e mutagénicos (Hansen & Salamitou,
2000). A B-exotoxina do tipo Il € um anélogo do UTP e apresenta toxicidade
superior a do tipo I, principalmente para coledpteros (Levinson et al., 1990). Os
genes responsaveis pela sintese de [-exotoxinas estdo localizados em

plasmideos extracromossomais (Levinson et al., 1990).
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2.4.2.3 - Vip3A

As protoxinas “Vip” (vegetative insecticidal proteins) s&o proteinas
produzidas e secretadas por algumas estirpes de Bt durante sua fase
vegetativa e de esporulagdo. Essas proteinas sdo produzidas em etapas
iniciais do processo de crescimento das bactérias em cultura, antecipando
assim, sua obtencédo. Essa foi uma descoberta importante, pois, atualmente,
nao so se aproveita a mistura de esporos e cristais obtidos apos o cultivo de B.
thuringiensis, como também é possivel utilizar o seu sobrenadante (Monnerat e
Bravo, 2000).

As protoxinas Vips sdo proteinas produzidas e secretadas durante a
fase vegetativa e de esporulacdo do Bt. As Vips foram excluidas da
nomenclatura Cry por ndo formarem cristais protéicos. As Vips sao produzidas
em etapas iniciais do processo de crescimento das bactérias em cultura,
antecipando assim, sua obtencdo. Essa foi uma descoberta importante, pois,
atualmente, ndo s6 se aproveita a mistura de esporos e cristais obtidos apés o
cultivo de B. thuringiensis, como também é possivel utilizar o seu sobrenadante
(Monnerat e Bravo, 2000).

O gene vip3A codifica uma proteina de aproximadamente 88 kDa, que
tem apresentado atividade contra diversos insetos da ordem Lepidoptera, tais
como, Agrotis ipsilon, S. frugiperda, S. exigua e Helicoverpa zea (Yu et al.,
1997). Além disso, essas proteinas demonstram ac¢do sobre um espectro maior
de espécies de insetos-praga quando comparadas a muitas proteinas Cry, mas

principalmente contra larvas de lepidépteros (Loguercio et al., 2002).
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2.4.2.4 - 3-endotoxinas

As d-endotoxinas sdo também denominadas como proteinas Cry e Cyt.
Essas proteinas apresentam individualmente um espectro de acdo,
normalmente, restrito a uma ordem de insetos em particular (De Maagd et al.,
2001).

As proteinas Cry sao inclusdes paraesporais de Bt que exibem efeito
toxico a um organismo alvo ou possuem uma sequéncia bastante similar de
uma proteina Cry conhecida, mas sem efeito toxico conhecido. Por outro lado,
as proteinas Cyt sdo inclusbes protéicas paraesporais de Bt que exibem
atividade citolitica ou possui uma seqUéncia similar a uma proteina Cyt
conhecida. O processo de formacado do cristal esta ligado a esporulacédo, em
gue essa estrutura é formada a partir do segundo estagio de esporulacéo e é
liberado no momento em que as células sao lisadas (Monnerat e Bravo, 2000).

A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais de um
tipo de cristal. Os cristais podem ser formados por diferentes proteinas Cry,
podendo haver casos em que cinco toxinas sao encontradas. A massa
molecular dessas toxinas pode variar entre 14 e 142 kDa. Dependendo da
composicdo da protoxina, o cristal pode ser bipiramidal, cubdide, romboide,
ovoéide, esférico, retangular ou, ainda, sem forma definida (Schnepf et al.,
1998). Essa habilidade de cristalizacdo das protoxinas pode diminuir sua

suscetibilidade a degradacéo por proteases do hospedeiro.
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2.4.3 Modo de Acdao das Proteinas Cry

A partir do momento em que o inseto ingere o alimento infestado de
cristais e esporos de B. thuringiensis varios sintomas sao caracteristicos, tais
como: perda do apetite, paralisia do intestino, vomito, diarréia, paralisia total e
morte (Aronson et al., 1986). As larvas infectadas por B. thuringiensis perdem
sua agilidade e o tegumento adquire tonalidade de cor marrom-escura. Apés a
morte, a larva apresenta cor negra, caracteristica das infec¢cdes provocadas por
este microrganismo (Habib & Andrade, 1998; Soberdn & Bravo, 2002).

Esse mecanismo de a¢do das proteinas Cry é um processo que pode
ser dividido em 4 etapas a saber: Fase | (Solubilizacdo e processamento das
toxinas); Fase Il (Unido ao receptor); Fase Il (Insercdo na membrana,
agregacdo e formacédo do poro); e Fase IV (Citdlise). A figura 6 representa

graficamente o modo de acéo do Bt.
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Figura 6 - Representacdo esquemética do modo de acdo da bactéria B. thuringiensis.

Na Fase | os cristais produzidos por B. thuringiensis, ao serem ingeridos
por larvas de insetos suscetiveis, sdo solubilizados em pH alcalino do intestino
médio das lagartas (Knowles, 1994). Ao serem ativadas por proteases
intestinais, as protoxinas perdem a extremidade C-terminal, restando-lhes a
por¢cdo N-terminal como parte ativa téxica (Monnerat e Bravo, 2000;

Rabinovitch et al., 2000).

Na Fase Il, as protoxinas ligam-se a receptores especificos localizados
nas microvilosidades apicais das membranas das células colunares do intestino

dos insetos (Hoffmann et al., 1988; Bravo et al., 1992; Hofte & Whiteley, 1989;
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Ravoahangimalala et al., 1993). Segundo Monnerat & Bravo (2000) esta fase
incentivou a pesquisa ao entendimento desse processo pois € uma etapa
determinante da especificidade das toxinas Cry.

Apés ligacdo a receptores especificos, inicia-se a fase Il que se
caracteriza quando a toxina Cry se une a membrana plasmatica das células
epiteliais, com subsequente abertura ou formacédo de poros ocorrendo, assim,
um desequilibrio osmatico entre o meio intra e extracelular, ocasionando perda
da integridade da membrana do intestino das larvas de insetos suscetiveis
(Van Rie et al., 1989; Ihara et al., 1993; Liang et al., 1995; Rabinovitch et al.,

2000).

A Ultima fase (IV) é caracterizada pela morte de células epiteliais por
inativacdo do sistema que mantém o gradiente de pH e por citélise osmotica
(Charles & De Barjac, 1983; Knowles & Ellar, 1987). Uma vez que as células
colunares e caliciformes s&o destruidas, os esporos de B. thuringiensis tém
acesso a hemolinfa (Du & Nickerson, 1996), meio no qual germinam. Tais
eventos conduzem a lise das células epiteliais do intestino dos insetos e,
finalmente, a morte dos insetos por inanicdo e septicemia (Dai & Gill, 1993;

Monnerat & Bravo, 2000).
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2.5 A utilizacdo de Bt na Agricultura

2.5. 1 Uso de bioinseticidas a base de Bt

Desde o primeiro produto lancado na Franca em 1938, mais de 100
produtos foram langados no mercado e atualmente constituem cerca de 90%
do faturamento com bioinseticidas no mundo (Glare & O’callagham, 2000). O
continente americano é responsavel por 50% do mercado de bioinseticidas que
segundo Nester et al. (2002) representa 100 milhdes de ddélares em vendas
anuais. Hansen & Salamitou (2000) estimaram que a aplicacdo mundial anual
de bioinseticidas a base de Bt é de aproximadamente 13.000 toneladas.

Segundo Céron (2004) atualmente existem mais de 60 formulacdes
comerciais de bioinseticidas de Bt no mercado mundial. A tabela completa
publicada pelo autor encontra-se no anexo B, inclusive, com a identificacdo da
composicao das proteinas Cry de cada formulacdo comercial.

O produto comercial com maior utilizacdo no mercado é o Dipel (Bt
kurstaki HD-1). Este produto € in6cuo para acaros, coledpteros, dipteros e
hemipteros e possui atividade toxica diferenciada para 170 lepidopteros-praga
(Beegle & Yamamoto, 1992; Glare & O’Callagham, 2000; Polanczyk, 2004)

Na América do Norte, produtos a base de Bt sdo muito utilizados para o
controle de pragas florestais, destacando-se a Lymantria dispar. O sucesso da
aplicacao de kurstaki para o controle de L. dispar culminou com a erradicacao
da praga na éarea aplicada. Na Australia produtos formulados com Bt sdo
utilizados para controle de pragas em diversas culturas, com destaque para o
algodao, fumo e algumas espécies de plantas frutiferas (Glare & O’Callagham,

2000; van Frankenhuyzen, 2000).
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Na China e no Egito produtos a base de Bt sdo usados em grandes
areas no controle de pragas de grandes culturas. Em varios paises do Oriente
Médio e da Africa Ocidental, a utilizacdo destas formulagdes no controle de
pragas esta em fase inicial de utilizacdo (Salama & Morris, 1993; Polanczyk,
2004).

No Brasil utilizam-se produtos & base de Bt para o controle de cerca de
30 pragas de importancia agricola, porém a area total em que esses produtos
sdo aplicados € de aproximadamente 150.000 hectares, pouca quando
comparada a do México, por exemplo, que é trés vezes maior (Polanczyk,
2004). No Pais, existem apenas nove formulacbes comerciais a base de Bt
(Tabela 3) que possuem registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA).

Tabela 3 — Produtos formulados a base de B. thuringiensis com registro de utilizacao
no MAPA. Fonte: Agrofit (2008).

Marca Titular de Registro Nr.
Comercial Registro
Agree MITSUI BRASILEIRA IMPORTACAO E 6095

EXPORTACAO S.A.
Bac-Control WP VECTORCONTROL IN. E COM. DE PROD. AGR. 458791

LTDA.
Bactur WP MILENIA AGROCIENCIAS S.A. - Londrina 1196
Dipel SUMITOMO CHEMICAL DO BRASIL REPRES. 291
LTDA.
Dipel WG SUMITOMO CHEMICAL DO BRASIL REPRES. 4707
LTDA.
Dipel WP SUMITOMO CHEMICAL DO BRASIL REPRES. 858901
LTDA.
Ecotech Pro BAYER S.A. Sdo Paulo/ SP 2798
Thuricide IHARABRAS S.A. INDUSTRIA QUiMICAS 1608491
Xentari SUMITOMO CHEMICAL DO BRASIL REPRES. 599
LTDA.
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Trabalhos voltados para a identificacdo de novos genes cry, o
desenvolvimento de novas formulacdes e a ampliacdo dos conhecimentos das
interacbes com outros entomopatdgenos, predadores, parasitides e mesmo
inseticidas quimicos sdo estratégias que podem contribuir para o aumento do
uso de Bt no controle de pragas. O uso de genes cry também representa um
avanco no melhoramneto genético de plantas.

2.5. 2 Milho geneticamente modificado (Milho Bt)

O desenvolvimento da engenharia genética possibilitou o melhoramento
de diversas culturas domesticadas. Assim, por meio da transferéncia de genes
de uma espécie para outra, uma planta pode ter a qualidade nutritiva
aprimorada, adquirir resisténcia a uma praga, tolerancia a um herbicida ou até
mesmo maior toleréncia a seca ou ao frio (Cib, 2008). Estas sdo as chamadas
variedades transgénicas ou geneticamente modificadas (GM). As plantas GM
representam uma nova alternativa para o controle de insetos e devem ser
utilizadas como componentes estratégicos no ambito do Manejo Integrado de
Pragas (MIP).

As primeiras plantas transgénicas a expressar toxinas Bt foram o fumo e
o tomate. A primeira cultura Bt registrada na United States Environmental
Protection Agency (USEPA) foi o milho, em 1995 (James, 2002). Segundo
James (2006) a area total no mundo com plantas GM é de 102 milhGes de
hectares. Os quatro principais paises em termos de area cultivada sdo EUA
(54%), Argentina (18%), Brasil (11%) e Canada (6%), sendo a soja e o milho as

principais culturas cultivadas.
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O milho GM passou a ser foco de pesquisa de varias instituicdes
cientificas e tecnolOgicas de varios paises. Atualmente, a maior parte dos
trabalhos realizados com milho envolve o controle de insetos e a tolerancia a
herbicidas. Identificam-se no mercado mundial varias cultivares de milho
transgénico com tolerancia ao herbicida glufosinato de aménio e ao glifosato,
além da resisténcia a varios coledpteros e lepiddpteros considerados pragas.

As plantas de milho transgénicas existentes possuem genes que
codificam proteinas com propriedades inseticidas e proporcionam resisténcia a
alguns insetos pragas. Entre essas proteinas de Bt, destacam-se as CrylAb,
CrylF e CrylAc, que produzem proteinas capazes de controlar a populacédo de
varias lagartas, a exemplo da S. frugiperda (Cib, 2008; Fernandes, 2003).

No Brasil, a autorizacdo para pesquisa e comercializacdo de plantas
transgénicas € facultada ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) através
da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). Esta comisséo
composta de varios especialistas é responsavel pela analise e a aprovacéo de
experimentos com plantas transgénicas.

Vérias solicitagdes de pareceres técnicos estdo aguardando a analise da
CNTBio. O mais recente pedido deferido pela comissdo possui como
requerente a Syngenta Seeds Ltda. A CTNBIio no parecer técnico N° 1255/2008
gue libera a comercializacdo de milho geneticamente modificado resistente a
insetos da ordem Lepidoptera (Milho Btll, Evento Btll), bem como todas as
progénies provenientes do evento de transformacgédo Btll e suas derivadas de
cruzamento de linhagens e populacdes néo transgénicas de milho com

linhagens portadoras do evento Bt11l (CNTBio, 2008).
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O milho GM Bt11 apresenta resisténcia especifica a lagartas do cartucho
(S. frugiperda) e da espiga (H. zea) além de tolerancia ao herbicida glufosinato
de amoénio. Varios estudos comprovaram a efetividade de expresséo do gene e
da atividade da proteina CrylAb em milho Btll, entre eles, destacam-se 0s
estudos realizados por Martinelli (2001), Koziel et al. (1993), Williams et al.
(1997), Burkness et al., (2001); e Burkness et al., (2002).

Martinelli (2001) ao avaliar o padrdo de resisténcia dos milhos
geneticamente modificados BT11 e ICP4 em condi¢bes de campo concluiu que
ambos os milhos BT11 e ICP4 foram eficientes na protecdo da planta em
relacdo ao dano de S. frugiperda e de H. zea.

Koziel et al. (1993) obtiveram sucesso na inser¢cao do gene crylAb em
milho, sendo a proteina CrylAb expressa em altas concentracées nos tecidos
gue também observaram eficiéncia no controle de O.nubilalis, tanto em relacdo
ao consumo de folhas, quanto a perfuragdo do colmo da planta.

A resisténcia de diversos hibridos de milho modificado, contendo a
proteina CrylAb, as lagartas de S. frugiperda e Diatraea grandiosella foi
avaliada em bioensaios de laboratério e testes de campo por Williams et al.
(1997). Os estudos demonstraram a acédo toxica da proteina CrylAb para S.
frugiperda e D. grandiosella.

Hibridos de milho doce GM como o milho BT11, foram testados, em
campo, para a avaliagcao da eficiéncia no controle de O. nubilalis, H. zea e S.
frugiperda. Os dados obtidos indicaram que o milho BT11l proporcionou
consistente padrdo de resisténcia, independente do complexo de pragas,
densidade da praga e localizacdo geografica (Burkness et al., 2001; Burkness

et al., 2002).



3. OBJETIVOS
3.1 Geral:

O presente trabalho teve como objetivos selecionar e caracterizar por
meio de métodos bioquimicos e moleculares estirpes de B. thuringiensis
toxicas a larvas de Agrotis ipsilon (lagarta rosca) e determinar da atividade
inseticida de proteinas Cry téxicas a larvas de S. frugiperda (lagarta do

cartucho) e sua interagcdo com receptores de membrana no referido inseto.
3.2 Especificos
3.2.1. Capitulo 1

Selecionar e caracterizar por meio de métodos bioquimicos e
moleculares estirpes de B. thuringiensis toxicas contra Agrotis ipsilon

(Hufnagel,1766) (Lepidoptera: Noctuidae).
3.2.2. Capitulo 2

Determinar a atividade inseticida de proteinas Cry tOxicas contra S.
frugiperda e estudo da interacdo das proteinas com receptores de membrana

no referido inseto.
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CAPITULO 1:

Selecéo, caracterizacéo bioquimica e
molecular de estirpes de B. thuringiensis
toxicas contra A. ipsilon (Hufnagel,1766)

(Lepidoptera: Noctuidae).

47



RESUMO

Este trabalho teve como objetivo selecionar e caracterizar por meio de métodos
bioguimicos e moleculares estirpes de B. thuringiensis toxicas contra A. ipsilon.
Essas estirpes pertenciam ao banco de B. thuringiensis da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Lagartas de segundo instar de A. ipsilon foram
adquiridas da Empresa BUG Agentes Biolégicos sediada em Piracicaba-SP.
Bioensaios seletivos foram realizados com 71 estirpes, selecionadas pela sua
atividade contra insetos da ordem Lepidoptera. As estirpes que causaram
mortalidade de 100% pertenciam aos sorotipos galleriae (S597), sotto (S615),
aizawiai (S616), kurstaki (S1450) descritos na literatura como toxicos a
Lepidopteros. As estirpes denominadas S907 e S1168 também causaram
100% de mortalidade. As estirpes S906, S234 e S844 causaram percentual de
mortalidade de 75%. Testes moleculares foram realizados com as estirpes
S597, S615 e S844, as quais ndo haviam ainda sido caracterizadas, enquanto
as demais j& tinham sua caracterizagcdo bioquimica e molecular descritas. Os
resultados dos testes moleculares obtidos com a estirpe S615 identificaram a
presenca dos genes crylAb, crylAc e cry2. A estirpe S844 mostrou a presenga
dos genes cry2 e cryll. Na estirpe S597 nenhum gene cry foi indentificado, de
acordo com a metodologia empregada.

Palavras-chave: Agrotis ipsilon; lagarta rosca; Bacillus thuringiensis; proteinas
Cry; controle biologico.
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ABSTRACT

This work aimed to select and characterize through bioassays and biochemical
and molecular methods, strains of B. thuringiensis which are toxic for A. ipsilon.
These strains originated from a collection of B. thuringiensis in Embrapa
Genetic Resources and Biotechnology. Larvae from second development stage
of A. ipsilon were obtained from BUG Agentes Biologicos from Piracicaba, SP.
Selective bioassays were carried out with 71 strains, selected according to toxic
activity against Lepdopteran insects. Some Bt strains caused 100% mortality of
A. ipsilon larvae. These strains belonged to serotypes galleriae (S597), sotto
(S615), aizawiai (S616), kurstaki (S1450) described as toxic against
Lepdopteran insects. The strains denominated S906, S234 and S844 caused
75% mortality of A. ipsilon larvae. Molecular analyse were carried out using the
strains S597, S615 and S844, which have not been characterized, while all
other strains have been characterized by biochemical and molecular methods.
The results from molecular tests obtained with strain S615 identified the
presence of genes CrylAb, CrylAc and Cry2. The strain S844 showed the
presence of genes Cry2 and Cryll. No cry gene was identified for the strain
S597 using this method.

Keywords: Agrotis ipsilon; blackcutworm; Bacillus thuringiensis; cry proteins;
biological control.
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1. INTRODUCAO

Agrotis ipsilon (Hufnagel,1766), conhecida como lagarta rosca, é uma
praga polifaga e cosmopolita, causadora de sérios danos em cultivos horticulas
e em sistemas de producao de gréos, tais como, milho, feijao, soja e algodao.
Segundo Souza (2005), o dano causado pelo inseto é maior se houver
populacdo elevada de lagartas grandes, provenientes de plantas hospedeiras,
na fase de germinacdo das plantas, situacdo mais provavel de ocorrer em
Sistemas de Plantio Direto (SPD).

Ainda de acordo com Souza (2005) as pragas de habitos subterraneos,
como a A. ipsilon, sao dificeis de controlar com inseticidas quimicos e devido a
escassez de informacdes sobre a biologia, o comportamento e as suas
interacbes com o0 meio ambiente, estdo sendo consideradas pragas-chaves no
sistema de producéo de graos, principalmente em SPD.

Segundo Viana et al. (2001), no plantio direto, em que o solo é mantido
sob cobertura permanente com diversas culturas em sucessdo e sem
revolvimento influencia o desenvolvimento de uma comunidade de insetos,
onde as interacfes e relacdo de dependéncia entre espécies sdo mais
complexas do que no manejo convencional do solo. No plantio em sistema
convencional as operacdes de aracéo e gradagem quebram a estrutura do solo
causando a exposicao de ovos, larvas, ninfas, pupas e adultos de insetos a
acdo do sol e de seus predadores como passaros, ocorrendo provavelmente
sua morte.

Nessa condicdo, principalmente os insetos subterraneos, como a lagarta
rosca, constituem um grupo dinamico e diversificado de espécies que se

desenvolvem em grupos de pragas com ciclo biolégico mais longo, cuja
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bioecologia difere substancialmente do Sistema de Plantio Convencional
(SPC). A maioria dos insetos subterraneos considerados pragas € polifaga e
utiliza, como hospedeiros, culturas como o milho, soja, trigo, arroz, feijao,
usualmente componentes do SPD (Souza, 2002; Vianna, et al., 2001).

O controle da lagarta rosca geralmente é realizado a base de inseticidas
guimicos causando varios danos ao meio ambiente e ao proprio homem. A
utilizacdo do B. thuringiensis conforme comentado na revisdo bibliografica se
torna uma alternativa viavel, tanto na producdo de bioinseticidas, ou como fonte
de genes codificadores de proteinas Cry candidatas para futuras aplicacdes
biotecnolégicas. Maagd et al. (2003) lembram porém que as plantas
transgénicas de milho que expressam proteinas de Bt sdo resistentes somente
as pragas primarias da cultura presentes na Europa, ndo sendo eficaz contra A.
ipsilon.

Com o objetivo de selecionar estirpes de B. thuringiensis toxicas a
lagarta rosca realizou-se bioensaios seletivos com diversas estirpes do Banco
de Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. As estirpes identificadas foram caracterizadas por meio de
métodos bioquimicos e moleculares para identificagdo das proteinas Cry
responsaveis pela atividade. A metodologia empregada e os resultados sao

apresentados nesse capitulo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéao de estirpes de Bt e de lagartas A. ipsilon

Diferentes estirpes de B. thuringiensis pertencentes ao Banco de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram
selecionadas para avaliacdo de efeito tdxico contra larvas de A. ipsilon. Estas
estirpes foram isoladas de amostras de solo e agua de véarias regides do Brasil,
de acordo com a metodologia descrita no Protocolo da Organizacdo Mundial da
Saude de 1987 (World Health Organization, 1987; Monnerat et al., 2001)

A atividade toxica jA comprovada para insetos da ordem Lepidoptera foi o
fator principal para a selecédo das 71 estirpes escolhidas para os ensaios. Essas
estirpes foram isoladas a partir de amostras de solo e agua (Monnerat et al.,
2001).

As lagartas de A. ipsilon foram adquiridas comercialmente através da
empresa BUG Agentes Bioldgicos, localizada em Piracicaba — Sdo Paulo. Esta
empresa € referéncia na venda de insetos para programas de controle

biolégico de pragas e, também, para a realizacdo de pesquisas laboratoriais.

2.2 Caracterizacdo Morfologica das estirpes de Bt

As estirpes foram crescidas em meio NYSM (Yousten, 1984), em
incubador rotativo a 200 rpm, 28T, durante 72h (até completa esporulacao).
Apoés o crescimento, as formas das células vegetativas, esporos e cristais dos
bacilos foram visualizados em microscépio de contraste de fase (a fresco) com
aumento de 1000 vezes para identificar a presenca de esporos e cristais do

Bacillus. Para preparar o material, depositou-se uma gota do material crescido
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dissolvido em solucao salina ou uma gota do isolado crescido em meio liquido

em uma lamina de vidro coberta por laminula.

2.3 Avaliacao de Patogenicidade de Bt contra A. ipsilon

Com objetivo de selecionar estirpes com atividade toxica para a lagarta-
rosca foram realizados bioensaios seletivos.

Primeiramente, foi preparada uma dieta especifica para essas lagartas,
a qual teve sua composicao estabelecida pela empresa BUG. Os ingredientes
foram utilizados seguindo a proporcéo descrita na Tabela 4. Em seguida, apos
homogeneizacdo manual, a dieta foi colocada em autoclave por 20 min a 120
. Utilizando uma camara de fluxo laminar, a dieta foi distribuida, ainda quente
e liquida, em pocos de placas de cultura de células de acrilico de
aproximadamente 15 x 8 cm. Uma quantidade suficiente para preencher
metade de cada poco foi utilizada. Em seguida, as placas foram colocadas sob
luz ultra-violeta em camara de fluxo laminar por 10 minutos para esterilizacéo e
solidificacédo da dieta. Na sequéncia, com auxilio de uma pipeta espalhou-se 35
ul das culturas de bacilos sob a dieta distribuida previamente em placas. Apés
aproximadamente 10 minutos os meios de cultura contendo Bt foram
absorvidos pela dieta. Lagartas de segundo instar foram adicionadas as placas,
sendo colocada uma lagarta para cada poco (Figura 7 B), ja que as mesmas
podem adotar comportamento canibal. Uma placa foi deixada como
testemunha, ou seja, sem a bactéria, porém contendo dieta e lagartas.
Imediatamente apds colocar as lagartas as placas foram tampadas com
tampas de acrilico e ligas elésticas (Figura 7 A). A incubac¢éo dos bioensaios foi
realizada em sala destinada para esse fim, a temperatura ambiente e com

iluminacdo constante. Para cada estirpe de Bt foram utilizados 12 pocos da
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placa (12 repeticbes). Como cada placa continha 24 pocos, foram utilizados

duas diferentes estirpes de Bt por placa.

Tabela 4 — Dieta de A. ipsilon utilizada nos bioensaios

Ingredientes Quantidade
Feijdo 739
Germe 609
Proteina de Soja 30g
Caseina 30g
Levedura de Cerveja 37,59
Solucéo Vitaminica 9 ML
Ac. Ascérbico 3,69
Ac. Sérbico 1,89
Nipagin 39
Tetraciclina 0,11g
Formol 3,6 mL
Agar 279
Agua 1,2L

Figura 7 - (A) Placa de bioensaio devidamente fechada e (B) Larvas de
segundo instar de S. frugiperda. Fonte: (Melatti, 2005)



A primeira verificacdo do niumero de lagartas mortas (leitura) foi feita 48
horas apés o inicio do ensaio, ocasidao em que as lagartas foram transferidas
individualmente para copos de plastico de 50 mL contendo pedacgos de
aproximadamente 1 x 1 cm de dieta sélida, livre do bacilo (Figura 8). Os copos
foram fechados com tampas de acrilico. No quinto dia do ensaio foi feita a
segunda e ultima leitura para determinacdo da mortalidade das lagartas. Apds
esse procedimento, todo o material foi autoclavado e posteriormente

descartado.

_

Figura 8 - (A e B) Detalhe do arranjo de copos de plasticos fechados
contendo dieta livre de Bt e as lagartas sobreviventes depois de 48h de
bioensaio

As estirpes de Bt que causaram mortalidade igual ou superior a 75%

foram selecionadas e caracterizadas.
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2.4 Caracterizacdo Bioguimica

2.4.1. Extragao de proteinas

As estirpes bacterianas selecionadas nos bioensaios seletivos foram
crescidas em meio NYSM (Yousten, 1984) por 72 horas. Em seguida, as
proteinas foram extraidas de acordo com Lecadet et al. (1991). As estirpes
previamente crescidas foram analisadas em microscopio Optico para a
verificacdo da presenca de cristais. Apés a verificacdo, 1,5 mL de cada cultura
bacteriana foi centrifugada em microtubos de polipropileno (eppendorfs)
individuais a 14.000 rpm por 15 minutos. Esse procedimento foi repetido por
trés vezes, sempre, descartando o sobrenadante ao final de cada processo.
Apbs a terceira centrifugacdo, fazendo uso de uma pipeta, foi ressuspenso o
precipitado (pellet) de cada eppendorf com 1,5 mL de NaCl 5M. Foi realizada
uma nova centrifugacdo com a solucdo de NaCl. Apés a centrifugacéo foi
descartado o sobrenadante e o excesso de NaCl foi removido com auxilio de
papel filtro. Apds esse procedimento foi feita nova ressuspenséo do pellet com
1,5 ml de solu¢do PMSF (1 mM) + EGTA (10 mM) + EDTA (100 mM). Foram
realizadas duas novas centrifugacdes de 15 minutos cada realizando o
procedimento anterior especificado. Apdés a segunda centrifugacdo foi
ressuspenso o pellet em 500 uL da solucdo PMSF + EGTA + EDTA. Todo

procedimento foi realizado no gelo.

2.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida sob condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) com concentracdo de 12%, de acordo com

Laemmli, (1970). Aliquotas de 20 uL das preparacfes de esporos-cristais foram
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diluidas em tamp&o de amostra de proteina 5X (1,5M Tris-HCI, pH 6,8, Glicerol,
SDS, 2b-Mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) fervidas a 100°C por 5 minutos e
aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Usaram-se 10 uL de marcador
de proteina massa molecular (Bench MarkTM Prestained Protein Ladder,
Invitrogen). A eletroforese foi realizada em aparelho Hoefer miniVE vertical
electroforesis system — Amersham Pharmacia, contendo tampao de corrida 1X
(Tris-base, glicina, SDS 10%), a voltagem constante de 150 V, por 1 hora e 30
minutos. O gel foi corado em solugcdo corante de Comassie blue (40% metanol
e 25% de Comassie blue 250-R) por uma hora e descorado em solucéao
descorante (40% de metanol, 10% de acido acético) por 1-2 horas até
visualizagdo dos perfis protéicos das estirpes. B. thuringiensis subsp. kurstaki

foi utilizado com padréo.

2.5 Caracterizacao Molecular

O DNA total dos isolados foi extraido segundo metodologia de Bravo et
al. (1998). As estirpes foram crescidas em meio LB (LUria) para extracdo no dia
seguinte (12-14 horas de crescimento). De cada placa foram retirados dois
in6culos com ajuda de uma alga estéril, sendo os mesmos, posteriormente,
colocados em microtubos contendo 200 uL de agua estéril. Os preparados
foram homogeinizados e posteriormente congelados a -20°C durante 60
minutos. Em seguida as amostras foram fervidas em banho-maria a 100°C por
10 minutos (procedimento realizado com o objetivo de lisar as células) e
colocadas no gelo durante 2 minutos. As amostras foram centrifugadas 14.000
rom por 1 minuto, sendo, em seguida, 0s sobrenadantes foram transferidos

para um novo tubo. Todo o procedimento acima descrito foi realizado no gelo.
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Para a realizagdo da PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase), 10 uL do
sobrenadante da cultura foram transferidos para um tubo contendo 0,5 uM de
cada “primer” (oligonucletideos), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,,
tampéao de Taqg 1X e 2,5 U de Taq DNA polimerase em um volume total de 50 pl.

Foram usados “primers” gerais para identificacdo de genes cryl, cry4,
cry 11, cyt e especificos para identificacdo de cryl e cry9.

Para a identificacdo de genes cryl nos isolados foram usados o par de
“primers” gerais gral-cryl (Bravo et al., 1998), e as condicbes de PCR que
seguidas foram descritas pelos autores. Foram usadas misturas de “primers” e
condi¢bes de PCR multiplex descritas por Bravo et al. (1998) para identificacao
de cry9, cryll e cyt (mistura de “primers” especificos spe-cry9A, spe-cry9B,
spe-cry9C e gerais gral-cryll e gral-cyt na mesma reacao).

Para a identificacdo de genes da subclasse cryl (crylAa, crylAb,
crylAc, crylAd, crylB, crylC e crylD) foi usada a mistura de “primers”
especificos CJ1 a CJ13 e as condi¢des descritas por Ceron et al. (1994) para
PCR multiplex. Para os genes crylE, crylF e crylG foi usada a mistura de
“primers” especificos CJ14 a CJ19 (Ceron et al.,1995).

A deteccao dos genes cry 2 foram utilizados “primers” gral-cry2 (lbarra,
et al., 2003). Para identificagdo de genes cry4 froram feitas PCRs com 0s pares
de primers gerais DiplA, DiplB, Dip2A e Dip2B (Carozzi et al., 1991; Ceron,
1994) nas condi¢Bes descritas pelos autores. Uma aliquota de 20 uL de cada
produto de PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose corado com

brometo de etidio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao morfoldgica

Por meio de observacdo por microscopia Optica foi possivel confirmar
gue todas as estirpes analisadas apresentavam morfologia correspondente a B.
thuringiensis, contendo esporos e cristais.
3.2 Caracterizacao entomopatogénica

Das 71 estirpes testadas, seis causaram 100% de mortalidade e trés
causaram mortalidade de 75% nos bioensaios seletivos. As estirpes que
causaram mortalidade de 100% pertenciam aos sorotipos galleriae (S597),
sotto (S615), aizawiai (S616), kurstaki (S1450) descritos na literatura como
toxicos a Lepidopteros. As estirpes S907 e S1168 também causaram
mortalidade de 100%. As estirpes S906, S234 e S844 causaram mortalidade
de 75%. Os resultados de todas as estirpes testadas nos bioensaios podem ser

visualizados na tabela 5.

Tabela 5 — Percentual de mortalidade de lagartas de A. ipsilon causada
por diferentes estirpes de B. thuringiensis obtido através de bioensaios
seletivos.

N° Estirpe % Mortalidade N° Estirpe % Mortalidade

1 18 41,67 37 1122 41,67
2 62 25,00 38 1168 100,00
3 89 41,67 39 1170 41,67
4 93 25,00 40 1178 33,33
5 109 33,33 41 1207 25,00
6 112 58,33 42 1267 33,33
7 130 33,33 43 1269 66,67
8 166 41,67 44 1271 41,67
9 202 33,33 45 1273 16,67
10 234 75,00 46 1365 33,33
12 392 16,67 47 1450 100,00
13 456 25,00 48 1457 50,00
14 550 41,67 49 1537 8,33
15 597 100,00 50 1538 50,00
16 608 50,00 51 1549 16,67
17 612 33,33 52 1551 16,67
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18 615 100,00 53 1576 66,67

19 616 100,00 54 1876 58,33
20 619 33,33 55 1905 66,67
21 655 50,00 56 2003 41,67
22 700 25,00 57 2242 0,00

23 701 66,67 58 2243 41,67
24 711 58,33 59 2244 58,33
25 764 25,00 60 2245 16,67
26 811 41,67 61 2246 25,00
27 844 75,00 62 2247 50,00
28 845 66,67 63 2248 8,33

29 906 75,00 64 2249 33,33
30 907 100,00 65 2250 33,33
31 908 41,67 66 2251 33,33
32 997 66,67 67 2252 41,67
33 1022 33,33 68 2253 41,67
34 1066 50,00 69 2254 16,67
35 1068 41,67 70 2255 25,00
36 1078 25,00 71 2362 41,67

Das nove estirpes selecionadas neste trabalho que causaram
mortalidade igual ou superior a 75% nos bioensaios seletivos, as estirpes S234,
S615, S616, S844, S906 e S907 ja haviam sido identificadas como téxicas a
insetos-praga por Praca et al., (2003), Melatti et al., (2005), Batista, et al.,
(2006) e Melatti (2008).

Praca et al. (2003) em seus estudos sobre prospeccéao de estirpes de Bt
efetivas contra insetos da ordem Lepidoptera, coleoptera e diptera identificaram
gue a estirpe S234 apresentou toxicidade contra S. frugiperda, A. gemmatalis,
A. grandis, C. quinquefasciatus e A. aegypti. Vale resaltar que a CLso obtida
para essa estirpe nos bioensaios de dose realizados contra S. frugiperda foi
trés vezes menor do que o padrao B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk).

A atividade toxica das estirpes S844, S906 e S907 contra lagartas de A.

gemmatalis foi relatada por Batista et al. (2006) em seu estudo de prospeccao
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de estirpes de Bt efetivas para o controle de S. frugiperda inseto-praga que é o
principal casusador de danos na cultura da soja no Brasil.

Melatti et al. (2005) demostraram que S. frugiperda € susceptivel a
estirpe S615 atraves de bioensaios seletivos realizados com diferentes estirpes
de Bt. Nos bioensaios de dose realizados a CLso foi estimada em 1,04 ng/cm?
mais eficiente até que o Btk que apresentou 1,34 ng/cm® de CLsy nos
bioensaios relaizados.

Melatti (2008) conduziu estudo especifico para a identificacdo de
estirpes de Bt ativas contra o pulgéo do algodoeiro (Aphis gosypii) identificando
a atividade toxica da estirpe S616 para este inseto-praga.

3.3 Caracterizacao Bioquimica e Molecular

A andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos

cristais protéicos das nove estirpes selecionadas nos bioensaios revelou

bandas de 130 kDa e de 72 kDa (Figuras 9 e 10).

kDa 1 2 3 4

225 ",. -

150 <«— 130KDa
100

75

' <+— 72KDa
50 [,

Figura 09 - Perfil protéico obtido das estirpes S1450 (Btk) S597; S615; em
SDS-PAGE a 12%. 1: marcador Bench Mark (Invitrogen), 2:Controle positivo
Btk (S1450), 3: S597 e 4: S615.
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kDa 1 2 3 4

225

100

75

<+—72KDa
50

Figura 10 - Perfil protéico obtido das estirpes S1450 (Btk) S1989 (Bti) ;S844;
em SDS-PAGE a 12%. 1: marcador Bench Mark (Invitrogen), 2: S1989 (Bti), 3:
S1450 (Btk); e 4: S844.

Utilizando os produtos das reacfes de PCR realizadas foi possivel
verifificar a presenca de bandas correspondentes aos genes estudados atraves
de eletroforese em gel de agarose 1% (Figuras 11 a 14). Foram visualizadas
bandas correspondentes aos genes crylAb, crylAc, cry 2 e cry 11 (216 pb, 180

pb, 526 pb e 345 pb, respectivamente) para as estirpes estudadas.
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800 pb

200 pb 216 pb

Figura 11 - Gel de agarose 1% utilizando oligonucleotideos especificos para o gene
correspondente a proteina Cry 1Ab. M: marcador de massa molecular (1); C-: Controle
negativo (dgua destilada) (2); Btk: (B. thuringiensis sbp. kurstaki) controle positivo (3);
615: estirpe de B. thuringiensis do banco de bactérias entomopatogénicas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia — Embrapa/Cenargen identificada numericamente
de 615 (4). As duas setas da esquerda indicam a massa molecular correspondente e a
seta da direita indica as bandas amplificadas em torno de 216 pb.

800 pb —»

200 pb ——»

Figura 12: Gel de agarose 1% utilizando oligonucleotideos especificos para o gene
correspondente a proteina Cry 1Ac. M: marcador de massa molecular (1); C-: Controle
negativo (dgua destilada) (2) Btk: (Bacillus thuringiensis sbp. Kustaki) controle positivo
(3); 615: estirpe de B. thuringiensis do banco de bactérias entomopatogénicas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Embrapa/Cenargen identificada
numericamente de 615 (4). As duas setas da esquerda indicam a massa molecular
correspondente e a seta da direita indica as bandas amplificadas em torno de 180 pb.
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800pb — »

4—
300 pb —» 345 pb

Figura 13: Gel de agarose 1% utilizando oligonucleotideos especificos para o gene
correspondente a proteina Cry 11. M: marcador de massa molecular (1); C-: Controle
negativo (agua destilada) (2); Bti: (Bacillus thuringiensis sbp. israelensis) controle
positivo (3); estirpes de B. thuringiensis do banco de bactérias entomopatogénicas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Embrapa/Cenargen identificadas
numericamente de 597 (4); 615 (5); e 844 (6); respectivamente. As duas setas da
esquerda indicam a massa molecular correspondente e a seta da direita indica as
bandas amplificadas em torno de 345 pb.

1 2 3 4 5 6

800 pb —»
500 pb —»

Figura 14: Gel de agarose 1% utilizando oligonucleotideos especificos para o gene
correspondente a proteina Cry 2. M: marcador de massa molecular (1); C-: Controle
negativo (dgua destilada) (2); Btk: (B. thuringiensis sbp. kurstaki) controle positivo (3);
estirpes de B. thuringiensis do banco de bactérias entomopatogénicas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia — Embrapa/Cenargen identificadas
numericamente de 597 (4), 615 (5) e 844 (6), respectivamente. As duas setas da
esquerda indicam a massa molecular correspondente e a seta da direita indica as
bandas amplificadas em torno de 526 pb.



Os resultados dos testes moleculares obtidos com a estirpe S615
identificaram a presenca de genes cry 1Ab, cry 1Ac e cry2. Os resultados com
a estirpe S844 identificaram a presenca dos genes cry2 e cryll. Na estirpe
S597 nao foi identificado nenhum gene cry, de acordo com a metodologia
utilizada (Tabela 6).

Tabela 6 — genes cry amplificados por PCR e visualisados em gel de

agarose 1%

Estirpes Mortalidade genes cry
615 100,00 crylAb; crylAc; cry2
597 100,00 -
844 75,00 cry2; cryll

As demais estirpes selecionadas nos bioensaios realizados aqui foram
analizadas anteriormente por colaboradores e os resultados estdo descritos na
tabela 7. Esses resultados foram apresentados nos estudos realizados por
Praca et al. (2003), Melatti et al. (2005) e Melatti (2008).

Tabela 7 — genes cry presentes nas estirpes selecionadas

Estirpes % Mortalidade genes cry
1450 100,00 cry 1Aa; crylAb; crylAc; crylB; cry2
1168 100,00 -
907 100,00 crylB
616 100,00 cry8
234 75,00 cry 1Aa; cry 1AD, crylAc; crylB cry2
906 75,00 crylB

Esses resultados demonstram que diferentes proteinas Cry podem estar
envolvidas na atividade toxica contra as larvas de A. ipsilon. Os resultados dos
testes moleculares obtidos com as estirpes selecionadas apresentaram a

presenca de genes cryl, cry2, cry8 e cryll. Os genes cryl e cry2 foram
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predominantes nas nove estirpes selecionadas nos bioensaios realizados
sugerindo serem 0s principais responsaveis pela toxicidade a este inseto.

Sao poucos o0s estudos disponiveis na literatura técnico-cientifica
especificos para a selecao de toxinas Cry de B. thuringiensis contra A. ipsilon,
contudo merece destaque as pesquisas conduzidas por Maagd et al. (2003) e
Gilliand et al. (2002).

Os trabalhos conduzidos por Maagd et al. (2003) testaram a atividade de
doze proteinas Cryl e duas Cry9 contra lagartas de A. ipsilon. Os resultados
obtidos indicaram que a lagarta rosca nao foi susceptivel a maioria das toxinas
analisadas. Porém, entre elas, trés apresentaram atividade significativa: Cry
9Ca foi a mais toxica, seguida por CrylAa e CrylFb. A proteina Cry 1Aa esta
presente nas estirpes S234 e S1450 selecionadas nesta pesquisa confirmando
sua possivel toxicidade a A. ipsilon.

Maagd et al. (2003) n&o identificaram atividade tOxica das proteinas
CrlAb e CrylAc em seus bioensaios. Porém, no trabalho de Gilliand et al.
(2002) reportou-se significativa atividade da proteina CrylAc na mortalidade de
lagartas de A. ipsilon. Gilliand et al. (2002) testaram quatro diferentes toxinas
Cry e a proteina CrylJ também demostrou resultados satisfatorios, além da
CrylAc.

As proteinas CrlAb e CrylAc estdo presentes nas estirpes S234, S1450
(Btk) e S615. As estirpes S1450 e S615 causaram 100% de mortalidade,
enquanto a S234 causou 75% nos bioensaios realizados sugerindo a possivel
atividade toxica dessas proteinas contra A. ipsilon.

Entretanto, € muito dificil estabelecer a contribuicdo de cada toxina, pois

a toxicidade de algumas estirpes aos insetos-alvo pode ser devido a interacdes
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€sinergisticas entre as toxinas encontradas, ou mesmo, pela interacdo destas
com os esporos. Novos testes devem ser conduzidos com proteinas individuais
e em conjunto para confirmar a toxina responsavel pela mortalidade de A.
ipsilon (Lee et al. (1996); Schnepf et al. (1998). E importante mencionar
também que a susceptibilidade de insetos as proteinas de Bt podem variar de
acordo com a origem geografica da populacdo da praga. Evidenciando essa
afirmacao Lopez-Edwards et al. (1999) estimaram diferentes resultados de CLsg
de um mesmo isolado de Bt para diferentes populacdes de S. frugiperda,
coletadas em 5 regifes do México.

A proteina Cry 1Ab identificada nos testes moleculares deste estudo
como possivel causadora de mortalidade de A. ipsilon aparece na literatura
causando toxicidade a diferentes insetos da ordem Lepidoptera, tais como,
Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Pieres brassicae, Manduca sexta,
Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis (Bravo et al., 2002; Ribeiro &
Crook, 1998; Martens et al., 1995; Praca et al., 2003).

Kannak & Filza, (2006) lembram que tanto a proteina CrylAb como a
CrlAc ja estdo sendo utilizadas ha bastante tempo na formulacdo de
bioinseticidas. Essas proteinas estdo presentes no Bt Kurstaki HD-1 que é
base de formulagcdo dos principais bioinseticidas presentes no mercado
mundial, tais como, o Dipel e o Biobit da empresa Abbott Labs. No anexo B
sdo apresentados em forma de tabela um levantamento dos principais
bioinseticidas comercializados no mundo e sua formulag&o.

No caso das plantas geneticamente modificadas que codificam as
proteinas Cry 1Ab e Cry 1Ac, podemos citar, no caso da CrylAb, o repolho

resistente a Plutella xylostella (Bhattacharya et al., 2002) e o algodéo resistente
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ao ataque de Heliothis virescens Fabr. (Perlak et al.,1990). Para a proteina
CrylAc destacamos a Canola resistente a Trichoplusia ni Hibner, Spodoptera
exigua Hubner, Heliothis virescens Fabr. e Helicoverpa zea Boddie (Stewart et
al., 1996) e o tomate resistente a Heliothis armigera Hiubner (Mandaokar et al.,
2000).

Observou-se a presenca de Cry 11 nos testes realizados com a estirpe
S844. Essa classe de genes é responsavel pela atividade toxica a insetos da
ordem diptera, podendo representar, apos bioensaios especificos, uma nova
alternativa de controle de mosquitos.

A busca de estirpes que apresentem melhores resultados e novos genes
cry causadores de patogenicidade contra A. ipsilon do que a subespécie
kurstaki (padrdo) deve ser foco da pesquisa cientifica nos préximos anos
devido ao seu dificil controle e aos danos causados em plantios comerciais de
diversas culturas de interesse agronémico.

Outra potencial alternativa para o controle de A. ipsilon sdo proteinas
produzidas e secretadas por algumas estirpes de Bt durante sua fase
vegetativa e de esporulacdo, as chamadas proteinas VIPs, do inglés
“Vegetative Inseticidal Proteins”. Estruch et al. (1996) e Lee et al. (2003) em
suas pesquisas identificaram resultados satisfatorios de toxicidade das

proteinas VIP3A contra este inseto.
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4. CONCLUSAO

Das 71 estirpes testadas, seis causaram 100% de mortalidade e trés
causaram mortalidade de 75% nos bioensaios seletivos. As estirpes que
causaram mortalidade de 100% pertencem aos sorotipos galleriae (S597), sotto
(S615), aizawiai (S616), kurstaki (S1450) descritos na literatura como toxicos a
Lepidopteros. As estirpes S907 e S1168 também causaram mortalidade de
100%. As estirpes S906, S234 e S844 causaram percentual de mortalidade de
75%.

A analise molecular por PCR mostrou que nas estirpes S615 e S844
foram encontrados os genes crylAa, crylAb, cry2 e cryll. Os resultados dos
testes moleculares obtidos com estirpe S615 identificaram a presenca dos
genes crylAb, crylAc e cry2. Os resultados com a estirpe S844 identificaram a
presenca dos genes cry2 e cryll. Na estirpe S597 nédo foi identificado nenhum
gene cry, de acordo com a metodologia utilizada.

Através dos resultados obtidos, foi possivel selecionar dentre as 71
subespécies testadas, nove que apresentaram indice de mortalidade
consideravel contra o inseto-alvo do trabalho, A. ipsilon. Assim, esse trabalho
contribui para a selecao de bioinseticidas mais especificos para a lagarta rosca,
bem como, identifica possiveis genes de resisténcia aplicaveis a engenharia

genética na transformacao de plantas.
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CAPITULO 2:

Determinacao da atividade inseticida de
proteinas Cry contra S. frugiperda (J. E. Smith,
1797) e estudo da interacao dessas proteinas

com receptores de membrana
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RESUMO

Objetivando a identificacdo da atividade toxica individual de proteinas Cry
foram conduzidos bioensaios para a determinacdo da dose letal necessaria
para causar mortalidade em 50% da populacdo (CLsp) de lagartas de S.
frugiperda. Utilizou-se para isso, as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A
presentes no B. thuringiensis subespécie kurstaki HD-1 (Btk). Adicionalmente,
foram conduzidos experimentos para verificacdo da ligacdo dessas proteinas a
receptores de membrana de lagartas de S. frugiperda. As lagartas de
S.frugiperda utilizadas para os bioensaios foram provenientes do laboratoério de
criagdo de insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Trés
estirpes recombinantes de B. thuringiensis e uma estirpe nativa foram utilizadas
nesse trabalho para a producdo das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e
Cry2A. Bioensaios de dose com lagartas de segundo instar de S. frugiperda
apresentaram Clsy de 12, 416 ng/cm? 13.434 ng/cm? 108,773 nglcm? e
164,350 ng/cm?, respectivamente, evidenciando diferentes atividades toxicas.
Os resultados dos ensaios de ligacao realizados com vesiculas de membrana
da microvilosidade apical (VMMAS) de S. frugiperda demonstraram ligacdes de
diferentes intensidades a receptores de membrana com as proteinas CrylAa e

CrylAb, CrylAc e Cry2A marcadas com biotina.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda; lagarta do cartucho; Bacillus

thuringiensis; proteinas Cry; receptores de membrana.
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ABSTRACT

Aiming the identification of individual toxic activity of Cry proteins were
conduced bioassays for determination of lethal dose necessary to causes
mortality in 50% of population (LCsp) of S. frugiperda larvae. The proteins
CrylAa, CrylAb, CrylAc and Cry2A present in B. thuringiensis subspecies
kurstaki HD-1 (Btk) were tested. Additionally, experiments to verifiy binding of
these proteins to membrane cell receptors of S. frugiperda larvae were
conduced. The S. frugiperda larvae used in bioassays were obtained from
insect creation of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. Three
recombinant strains of B thuringiensis and one wild type strain were utilized at
this work to produce the proteins CrylAa, CrylAb, CrylAc and Cry2A.
Bioassays with S. frugiperda larvae of second development stage showed LCsg
of 12. 416 ng/cm? 13.434 ng/cm? 108.773 ng/cm? and 164.350 ng/cm?,
respectively, evidencing different toxic activity. The results of binding assays
done with BBMV (brush border membrane vesicles) of S. frugiperda showed
binding with membrane cell receptors of proteins CrylAa, CrylAb, CrylAc and

Cry2A marked with biotin.

Keywords: Spodoptera frugiperda; bacillus thuringiensis; cry proteins;

membrane cell receptors.
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1. INTRODUCAO

A S. frugiperda (J. E. Smith, 1797), conhecida como a lagarta do
cartucho, é a principal praga agricola da cultura do milho no Brasil. As lagartas
pequenas sao pouco representativas, mas depois de desenvolvidas, passam a
danificar as folhas centrais do cartucho do milho, o qual pode ser totalmente
destruido. O ataque pode ocorrer desde a fase de plantula até as fases de
pendoamento e espigamento. Além do milho, o inseto danifica também outras
culturas, incluindo pastagens, arroz, cana-de-agucar, trigo, aveia, cevada,
amendoim, batatinha, alfafa e diversas hortalicas (Agrofit, 2008).

O controle de S. frugiperda tem sido realizado, basicamente, pela
aplicacao de inseticidas quimicos, (Grutzmacher et al., 2000; Gallo et al., 2002)
cuja aplicacdo exige um grande investimento, onerando ou mesmo
inviabilizando em alguns casos a producao (Franca, 2004). Contudo, com a
evolucdo da agricultura, aumentou o numero de pesquisas visando a
substituicdo de inseticidas de alta periculosidade no controle de pragas. Com
esse proposito, varios métodos passaram a ser recomendados, como 0 uso de
feromOnio, emprego de parasitas e predadores como inimigos naturais,
desenvolvimento de plantas resistentes a pragas, bem como a utilizagdo de
bioinseticidas formulados a base de Bacillus thuringiensis (Bt) (Salgado, 1979).

A atividade toxica de estirpes de Bt contra insetos da ordem Lepidoptera
foi comprovada através de inUmeros trabalhos realizados por renomados
institutos de Pesquisa e Desenvolvimendo (P&D) e serviram de apoio para a
formulacdo dos principais bioinseticidas disponiveis no mercado mundial

(Anexo B). O B. thuringiensis subespécie kurstaki HD-1 (Btk) foi amplamente
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utilizado na formulacdo desses bioinseticidas, principalmente, pela sua ampla e
eficaz toxicidade contra lepidopteros-praga responsaveis por danos
econdmicos na agricultura moderna.

Wagquil et al. (1982) destacam que mesmo sendo o Bt efetivo no controle
de varias espécies de pragas do milho, conforme seu registro de uso, a
eficiéncia das estirpes utilizadas nos principais bioinseticidas hoje
comercializados sobre a lagarta do cartucho é baixa.

As proteinas presentes no Btk sdo das classes Cryl e Cry2, entretanto, &
muito dificil estabelecer a contribuicdo de cada toxina, pois a toxicidade de
algumas estirpes aos insetos-alvo pode ocorrer devido a interacbes
sinergisticas entre as toxinas encontradas ou mesmo, pela interacdo destas
com os esporos. (Lee et al. (1996); Schnepf et al., (1998)).

A verificacdo da ligacdo das proteinas Cry a receptores de membrana de
lagartas de S. frugiperda pode contribuir para que as mesmas proteinas sejam
apontadas com maior confiabilidade como causadoras da atividade téxica
verificada anteriormente em bioensaios. As protoxinas ligam-se a receptores
especificos localizados nas microvilosidades apicais das membranas das
células colunares do intestino dos insetos (Hoffmann et al. (1988), Bravo et al.
(1992), Hofte & Whiteley (1989), Ravoahangimalala et al. (1993)).

A unido das proteinas Cry a estes sitios € uma etapa determinante da
alta especificidade das é-endotoxinas (Van Rie et al., 1989) por isso diversos
grupos de pesquisa tem dedicado um grande esforco a entender como ocorre
esse processo. Segundo Monnerat (2003) a metodologia mais usada sdo 0s
estudos cinéticos de unido utilizando proteinas marcadas com isétopos

radioativos e vesiculas de membrana da microvilosidade apical (VMMA).
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Ainda segundo Monnerat (2003), varias pesquisas ja demostraram que para
apresentar atividade toxica a proteina deve se ligar a um receptor especifico.
Esse processo é fundamental para que os efeitos deletérios das proteinas Cry
sejam observados, entretanto, o fato da proteina se ligar ao receptor ndo quer
dizer, necessariamente, que a mesma apresente toxicidade.

Nesse sentido, na conducdo deste trabalho buscou-se avaliar tanto a
toxicidade do inseto a quatro proteinas Cry presentes no Btk, bem como
identificar através de métodos bioquimicos a ligacdo dessa proteina aos
receptores de membrana no referido inseto.

Visando a identificacdo da atividade toxica individual de proteinas Cry eram
conduzidos bioensaios para determinacéo da dose letal necessaria para causar
mortalidade em 50% da populacdo (CLsg) de lagartas de S. frugiperda,
utilizando para isso, as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A presentes
no B. thuringiensis subespécie kurstaki HD-1 (Btk).

Adicionalmente foram conduzidos experimentos para verificacdo da ligacao
dessas proteinas a receptores de membrana de lagartas de S. frugiperda, bem
como, a realizacdo de ensaios de competicdo entre essas proteinas pelos

receptores presentes na membrana do referido inseto.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Bioensaios contra larvas de S. frugiperda

2.1.1 Obtencéao de estirpes de Bt e de lagartas S. frugiperda

As lagartas de S.frugiperda utilizadas para os bioensaios foram
provenientes do laboratério de criacdo massal de insetos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. As lagartas foram criadas em dieta
artificial e criadas em insetario regulado a temperatura de 28T, umidade
relativa de 70% e fotoperiodo de 10-14 horas (Schmidt et al., 2001).

Foram utilizadas nesse trabalho trés estirpes recombinantes e uma
nativa para a producéo das proteinas CrylA, CrylAb, CrylAc e Cry2A. As trés
estirpes B. thuringiensis recombinates que sintetizam as proteinas CrylAa,
CrylAb e Cry2A foram cedidas pelo Dr. Colin Berry (Universidade de Cardiff —
Reino Unido). Os genes dessas estirpes estao clonados no plasmideo pHT315
(Arantes & Lereclus, 1991) sob o comando do gene CytlA. A estirpe nativa que
sintetiza a proteina CrylAc foi cedida pela Dra. Olivia Marcia Nagy Arantes,

pesquisadora da Universidade Universidade Estadual de Londrina.
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2.1.2 Caracterizacao Morfologica das estirpes de Bt

As estirpes foram crescidas em meio NYSM (Yousten, 1984), em
incubador rotativo a 200 rpm, 28T, durante 72h (até completa esporulacao).
Apoés o crescimento, as formas das células vegetativas, esporos e cristais dos
bacilos foram visualizados em microscépio de contraste de fase (a fresco) com
aumento de 1000 vezes. Para preparar o material, depositou-se uma gota do
material crescido dissolvido em solugéo salina ou uma gota do isolado crescido

em meio liquido em uma lamina de vidro coberta por laminula.

2.1.3 Avaliacéo de Patogenicidade de Bt contra S.frugiperda

Com o objetivo de se determinar a concentracdo letal necessaria para
matar metade da populacdo de lagartas testadas (CLsp), foram realizados
bioensaios com diferentes doses utilizando as proteinas liofilizadas Cry 1Aa,
Cry1Ab, CrylAc e Cry2A.

Inicialmente, as estirpes foram cultivadas por 72 h em meio NYSM
contendo basicamente esporos e cristais sendo liofilizadas posteriormente para
a realizagdo dos bioensaios. Para isso, estes cultivos foram centrifugados a
12.800 rpm por 30 minutos a 4°C (centrifuga BR4i, Jouan), congelados durante
12 horas e liofilizados por 18 horas em liofilizador (marca labconco e modelo
lyphlock 18). Para a realizagdo das diluigdes, os materiais liofilizados foram
pesados na quantidade de 1 mg e adicionou-se aos mesmos 1mL de agua
destilada estéril em um microtubo de polipropileno de 1,5 mL(eppendorf). Apds
completa homogeneizacdo em agitador tipo “vortex”, obteve-se a suspensao I.
A partir desta suspensao, obteve-se a suspensao Il, pipetando 571,4 pyL da
suspensao | e adicionando-se 428,6 uL de agua, obtendo-se uma concentracdo

final de 571,4 yg/mL em um novo microtubo. Para os testes foram preparadas
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dez diluicdes seriadas (10 a 10™°) da diluicdo II, sendo que a primeira dose

possuia uma concentracdo de 20 ug de proteina/mL de solucdo. Na tabela 8

sdo apresentadas as dilui¢cdes utilizadas na realizacdo do bioensaio.

Tabela 8 - Concentracbes finais utilizadas no bioensaio de dose contra S.

frugiperda.
Dose Suspensao Il (uL) Agua (uL) Concentragéo
(ng/cm?)
1 200 800 2000
2 120 880 1200
3 72 928 720
4 43,2 956,8 432
5 25,9 974,1 259
6 15,5 984.,5 155
7 9,3 990,7 93
8 5,6 9944 56
9 34 996,6 34
10 2 998 20

A dieta utilizada nos bioensaios teve sua composicdo estabelecida por

(Shmidt et al. 2001). Os ingredientes foram pesados em béquer seguindo a

proporcéo descrita na Tabela 9.
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Tabela 9 — Dieta de S.frugiperda utilizada nos bioensaios

Ingredientes Quantidade
Feijao carioca 140,49
Levedo de cerveja 42,99
Germe de trigo 67.49
Ac. Ascérbico** 4,39
Ac. Sérbico** 1,49
Nipagin* 2,659
Formol** 10,6 mL
Agar 17.0g
Agua 1,0L

*Ingredientes ndo autoclavaveis
** Ingredientes utilizados somente na dieta da troca do bioensaio

Em seguida, ap6s homogeneizacdo manual, a dieta foi colocada em
autoclave por 20 min a 120 <. Utilizando uma camar a de fluxo laminar, a dieta
foi distribuida, ainda quente e liquida, em pocos de placas de cultura de células
de acrilico de aproximadamente 15 x 8 cm. Uma quantidade suficiente para
preencher metade de cada poco foi utilizada. Em seguida, as placas foram
colocadas sob luz ultra-violeta em camara de fluxo laminar por 10 minutos para
esterilizagdo e solidificacdo da dieta. Na sequéncia, espalhou-se 35 ul da
proteina a ser testada em cada poco da placa contendo dieta. Apés
aproximadamente 10 min lagartas de 2° instar foram adicionadas as placas,
sendo colocada uma lagarta para cada poco, ja que as mesmas podem adotar
comportamento canibalista, assim como, A. ipsilon. Uma placa foi deixada
como testemunha, ou seja, sem a bactéria, porém contendo dieta e lagartas.
Imediatamente apds colocar as lagartas as placas foram tampadas com

tampas de acrilico e ligas elasticas. A incubacédo dos bioensaios foi realizada
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em sala destinada para esse fim, a temperatura ambiente e com iluminacdo
constante. A primeira leitura foi feita 48 h apos o inicio do ensaio, ocasidao em
gue as lagartas foram transferidas para copinhos de plastico de 50 mL,
contendo dieta livre da proteina. No quinto dia foi feita a segunda e ultima
leitura (Monnerat et al., 2001; Silva-Werneck, 2001).

Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de anaise
Probits (Finney, 1971) e a concentracdo letal (CLso) foi determinada. As
proteinas do cristal de B. thuringiensis subespécie kurstaki HD-1 (Btk) foram

utilizadas como padrao e controle positivo.

2.2 Purificacao e solubilizac&o de proteinas

As estirpes de Bt estudadas foram crescidas a 28 T e 200 rpm durante
72 h em um meio de cultura até esporulacao (Lereclus et al., 1995). Adicionou-
se 25ug/mL de eritromicina ao meio das estirpes transformadas. As estirpes
foram centrigugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos. Apos a eliminacao do
sobrenadante o precipitato contendo esporos e cristais foram lavados trés
vezes com um tampéao contendo NaCl 0,3 M e EDTA 0,01 M (pH 8,0) e em
seguida, repetindo esse procedimento por trés vezes consecutivas com um
segundo tampéao contendo PMSF 1%, sempre descartando o sobrenadante ao
final de cada centrifugacdo dos cultivos. Apos a Ultima centrifugacdo com
PMSF o precipitado foi ressuspenso em tampéao TTN (20 mM de Tris, 300 mM
de NaCl, 0,1 % de triton X-100, pH 7,2). Os cristais foram isolados por
gradiente de sacarose de acordo com o protocolo descrito por Thomas & Ellar
(1983). Os cristais foram recuperados utilizando Triton 1% e PMSF 1% e

solubilizados com uma solucao alcalina contendo tampéao carbonato de sodio a



500mM e pH 10,5 com 0,2% de B-mercaptoetanol por 2h a 37 € com agitacao
constante de 37 rpm. Depois desse processo as amostras foram centrifugadas

e 0 sobrenadante foi transferido para um novo microtubo.

2.3 Ativacao, quantificacao e visualizacdo das proteinas

Para iniciar o processo de reacdo de ativacdo das proteinas, foram
utilizadas aliquotas de 100uL de volume total na proporcao de 10% de tripsina
e 90% de proteina. ApGs o preparo da amostra a reagdo foi incubada por 2
horas em agitacdo de 37 rpm. Apds o término da incubacdo a reagdo foi
interrompida com PMSF a 1mM e centrifugada a 10.000 rpm durante 10
minutos. Apoés o final da centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo. A dosagem de proteinas do sobrenadante (proteinas soluveis)
foi realizada seguindo-se do método de Bradford (Bradford, 1970). Apds a
guantificacdo, a massa molecular e a integridade das proteinas foram
analisadas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida SDS-PAGE
a 12%, conforme Laemmli (1970). O gel foi corado e fixado em solucédo de 40%
de metanol, 10% de &cido acético e Comassie blue 0,1% por cerca de 16h, sob
leve agitacdo e descorado em solucdo de 40% de metanol e 10% de acido

acético por 3h, sob leve agitacao.

2.4 Purificacdo das Vesiculas de Membrana da Microvilosidade Apical
(VMMAS)

As VMMAs foram obtidas a partir de intestinos médios de S. frugiperda
de quarto instar de desenvolvimento. Os intestinos foram retirados com auxilio

de pincas entomoldgicas, lavados e conservados em solucao tampéao (manitol
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200 mM, DTT 1 mM e Hepes-Tris 1 mM pH 7,4) a temperatura de -80 T. Um
grama dos intestinos foram submetidos a nove pulsos a 2250 rpm em um
aparelno homogenizador blender-polytron juntamente com um tampdo de
homogeneizagéo contendo 300 mM de manitol, 17 mM de Tris-HCI, 10 mM de
Hepes, 2 mM de DTT, 1 mM de EDTA e 1 mM de PMSF. Adicionou-se uma
solucéo gelada de MgCl, a 24 mM e incubou-se a mistura em gelo por 15 min.
As amostras foram transferidas para tubos falcon de 50 ml e em seguida a
reacao foi centrifugada a 4.500 rpm por 15 minutos a 4 C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e centrifugado novamente a 16.000 rpm (Rotor:
AH627 / Centrifuga: Sorvall OTD75B) por 30 minutos a 4 C. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 5 mL de tampdo de
homogeneizagdo e 5 mL de MgCl, a 24 mM. Uma nova centrifugagéo foi
realizada durante 15 minutos a 4.500 rpm a 4°C (Centrifuga Jouan 78I). O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado novamente a
16.000 RPM (Rotor: AH627 / Centrifuga: Sorvall OTD75B) por 30 mina 4 €. O
sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento ressuspenso em 5mL
de agua Milli-Q fria. ApoOs todas essas centrifugacfes, as amostras foram
submetidas a trés pulsos do aparelho homogenizador a 2250 rpm. Em seguida,
as mesmas foram dialisadas durante aproximadamente 16 horas a 4 € em
dois litros de uma solucéo (pH 7,4) contendo 150 mM de KCI, 2 mM de EGTA,
0,5 mM de EDTA, 10 mM de Hepes. As VMMAs purificadas foram divididas em

pequenas aliquotas e armazenadas a temperatura de -80 TC.
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2.5 Biotinilacdo das proteinas

As proteinas solubilizadas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A foram
biotiniladas com auxilio do kit ECL Protein Biotinylation System (Amersham) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. ApOs esse processo, as
proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1970) e
dialisadas em quatro litros de agua destilada durante aproximadamente 16 h a
4C. As proteinas foram analisadas por eletroforese em dois géis
desnaturantes de poliacrilamida SDS-PAGE a 12%. Um dos géis foi visualizado
e o outro gel foi utilizado para transferir as proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond ECL - nitrocellulose membrane — Amersham). A
transferéncia foi realizada a corrente constante de 350 mA em sistema
submarino (Hoefer) por 40 min em tampao de transferéncia [25 mM Tris, 192
mM Glicina e metanol 20% (v/v)]. A membrana foi incubada por 16 h com PBS
1X para que fosse renaturada e incubada com streptoavidina - peroxidase
conjugada (Amersham) diluida 1:4000 em 30 mL de PBS 1X durante uma hora.
Em seguida, a membrana foi processada com PBS 1X contendo Tween 20 a
0,05% (v/v) e revelada utilizando o kit SuperSignal chemiluminescence

substrate (Pierce) de acordo com as especificagdes do fabricante.

2.6 Ensaio de ligacéao

O ensaio de ligacao foi realizado como descrito por Aranda et al. (1996)
e caracterizou-se pela ligacao das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A
as VMMAs, extraidas do intestino médio de S. frugiperda. As toxinas (10 nM)
foram incubadas com 10 pg de VMMAs em 100 pL de tampéo de ligagao [PBS

(pH 7,6), 0,1% (p/v) BSA, 0,1% (v/v) Tween 20 a temperatura ambiente durante
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1h sob leve agitacdo. As proteinas néo ligadas as VMMAs foram removidas no
processo de centrifugacdo (10 min a 14000 x g). As VMMAs foram lavadas trés
vezes no tampéao de ligacéo e ressuspensas em 15 puL de PBS 1X e 5 pL de
tampao de carregamento de amostra Laemmli 4X [0,125 M Tris/HCI (pH 6,8),
4% (p/v) SDS, 20% (v/v) glicerol, 10% (v/v) 2-mercaptoethanol, 0.01% (p/v)
Azul de Bromofenol]. Em seguida, as amostras foram fervidas por 3 minutos e
aplicadas em um gel desnaturante de poliacrilamida SDS-PAGE a 9%. O gel foi
utilizado para transferir as proteinas para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL - nitrocellulose membrane — Amersham). A membrana foi
incubada por 16 horas com PBS 1X para que fosse renaturada. A ligacao das
toxinas marcadas com as VMMAs foi visualizada com streptoavidina -
peroxidase conjugada (1:6000 - Amersham) por 1h seguida de incubacdo com
SuperSignal  chemiluminescence  substrate  (Pierce) segundo as

recomendacdes do fabricante.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3. 1 Bioensaio contra S. frugiperda

Os resultados dos bioensaios evidenciaram que a proteina que
apresentou maior toxicidade a larvas de segundo instar de S. frugiperda foi a
CrylAa, seguidas das proteinas CrylAb, CrylAc e Cry2A. Ficou evidente nos
resultados obtidos que das quatro proteinas testadas a CrylAa e a CrylAb
demonstraram eficiéncia cerca de nove vezes maior que a CrylAc e treze
vezes maior Cry 2A. Os valores em ng/cm? das CLso obtidas e os intervalos de

confianga séo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 - Resultado dos bioensaios contra lagaratas de S. frugiperda

utilizando as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A.

Proteina n CLso (ng/cm?) Intervalo de confianca
CrylAa 72 12,416% 9,098 — 16,337
CrylAb 72 13.4342 9,613 — 17,955
CrylAc 72 108,773° 80,351 — 143,462
Cry2A 72 164,350° 119,482 — 217,904

Contudo, a partir das analises dos intervalos de confianga verificamos
gue os resultados de CL50 das proteinas CrylAa e CrylAb ndo séo diferentes
estatisticamente, assim como a comparacdo dos resultados das proteinas
CrylAc e Cry2A. Todas as outras correlacdes possiveis entre os resultados

das proteinas testadas apresentaram diferecas estatisticas.
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Poucos autores na literatura técnico-cientifica realizaram a determinacao
da atividade isolada das proteinas testadas contra S. frugiperda. Nesse
contexto merece destaque o traballho conduzido por Martins (2005) que avaliou
a atividade toxica da proteina CrylAb contra insetos da ordem Lepidoptera. Em
seu estudo comparativo com a estirpe padrao Btk a autora identificou diferenca
estatistica entre as amostras, sendo o Btk mais toxica que a proteina CrylAb

contra S. frugiperda (Martins, 2005).

3.2 Purificacéo e solubilizacdo das proteinas.

A andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida dos cristais protéicos
e das proteinas sollveis (Figura 15) demonstrou bandas de 130kDa para as
proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e de 72kDa para a proteina Cry2A. Esses
resultados estdo de acordo com a massa molecular esperada para as referidas
proteinas. As proteinas da classe Cryl de B. thuringiensis tém uma massa
molecular em torno de 130-140 kDa (Hofte & Whiteley, 1989). O grupo de
proteinas do tipo Cry2 é formado por quatro membros: Cry2Aa, Cry2Ab,
Cry2Ac e Cry2Ad. A toxina do tipo Cry2A foi isolada do B. thuringiensis subsp.
kurstaki, porém pode ser produzida por estirpes de varias subespécies. Essas
proteinas apresentam alta atividade larvicida para lepidopteros e baixa para
dipteros. O gene da classe cry2A codifica uma proteina de aproximadamente
de 70 kDa, aproximadamente, que se acumula na bactéria formando um cristal
cuboide durante a fase de esporulacdo (Widner e Whiteley, 1989; Yamamoto et
al., 1981). Uma banda protéica de aproximadamente 72 kDa foi verificada em

SDS-PAGE (Figura 15).
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Figura 15. Perfil protéico obtido das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A em
SDS-PAGE a 12%. 1: marcador protein ladder (Promega), 2: proteina CrylAa, 3:
proteina CrylAb, 4: proteina CrylAc e 5: proteina Cry2A.

Os cristais produzidos por B. thuringiensis ao serem ingeridos pelas
lagaratas de S. frugiperda sdo solubilizados no intestino médio (pH alcalino),
liberando uma ou mais proteinas Cry (Figura 16). Além disso, € necessario um
ambiente redutor j& que as pontes dissulfeto sdo abundantes na metade C-
terminal das proteinas de 130 kDa. O intestino médio da maioria das larvas de
insetos susceptiveis (lepidopteros, dipteros e alguns coledpteros) apresenta
alto pH e condicbes redutoras (Knowles, 1994). Entretanto, existem excecdes
como o caso da proteina Cry3A que se dissolve tanto em pH acido (3,9 a 4,2)
guanto em pH alcalino (9,5 a 11,3), permanecendo insolivel em pH neutro

(Koller et al., 1992).
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Figura 16. Perfil protéico obtido das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e
Cry2A em SDS-PAGE a 12%. 1: marcador protein ladder (Promega), 2:
proteina CrylAa, 3: proteina CrylAb, 4: proteina CrylAc e 5: proteina Cry2A

3.3 Ativacdao, quantificacdo e visualizagcédo das proteinas

ApoOs a digestdo por tripsinas, no intestino médio de insetos suscetiveis
(Tojo e Aizawa, 1983), sdo originadas proteinas ativas de 60-70 kDa (Aronson
et al., 1986; Hofte e Whiteley, 1989; Bravo et al., 2005). As toxinas CrylA de
130 kDa sao clivadas na porgdo N-terminal e C-terminal por proteases
produzindo toxinas ativas de 60 kDa, aproximadamente (Li et al., 1991). Foi
verificada a presenca de bandas protéicas com massa molecular de
aproximadamente 65 kDa , mostrando que as proteinas foram clivadas por

tripsina da maneira esperada (Figura 17).
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Figura 17. Perfil protéico obtido das proteinas solubilizadas e tripsinadas
CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A em SDS-PAGE a 12%. 1: marcador protein
ladder (Promega), 2: proteina CrylAa, 3: proteina CrylAb, 4: proteina CrylAc e
5: proteina Cry2A.

3.4 Biotinilagdo das proteinas

As proteinas solubilizadas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A foram
biotiniladas com o kit ECL Protein Biotinylation System e resolvidas por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12% (Figura 18)

identificando as proteinas ativas com bandas em torno de 65 kDa.

kDa

150
110

75
<+— 65KDa

50

Figura 18. Perfil protéico obtido das proteinas solubilizadas, biotiniladas e
tripsinadas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A em SDS-PAGE a 12%. 1:
marcador protein ladder (Promega), 2: proteina CrylAa, 3: proteina CrylAb, 4:
proteina CrylAc e 5: proteina Cry2A.
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3.5 Ensaio de ligacao

Apoés incubacédo por 16h a revelacdo em membrana de nitrocelulose
mostrou a presenca de bandas protéicas, as quais foram obtidas apos a
aplicacdo de amostras contendo VMMAs de populagdes de S. frugiperda
incubadas com as proteinas biotiniladas CrylAa e Cry2b (Figura 19), CrylAc
(Figura 20A) e Cry2A (Figura 20B). Estes resultados indicam que existem
ligacbes das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A as proteinas
receptoras na membrana apical do intestino médio dos insetos testados. A
ligagcdo das toxinas marcadas com as VMMAs foi visualizada com
streptoavidina - peroxidase conjugada (1:6000 - Amersham) por 1h seguida de
incubacdo com SuperSignal chemiluminescence substrate (Pierce) segundo as

recomendacdes do fabricante.

Figura 19. Ensaio de ligagdo a VMMAs de S. frugiperda com as proteinas
CrylAa e CrylAb. 1: Marcador Biotinylated Hig range (BioRad); 2: Cry 1Aa
unida as VMMAs de S. frugiperda e 3: Cry 1Ab ligada as VMMAs de S.
frugiperda.
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Figura 20 - Ensaio de ligacdo a VMMAs de S. frugiperda com as proteinas

A

CrylAc. 1. Marcador Biotinylated Hig range (BioRad); 2: Cry 1Ac unida as
VMMAs de S. frugiperda. (B) Ensaio de ligagdo a VMMAs de S. frugiperda
com as proteinas CrylAc. 1: Cry 1Ac unida as VMMASs de S. frugiperda. 2:
Marcador Biotinylated Hig range (BioRad);

Pelos ensaios realizados conclui-se que as proteinas testadas ligaram-
se aos receptores localizados nas microvilosidades das células colunares do
epitélio intestinal das lagartas de S. frugiperda, conforme seu modo de acao
descrito por de Maagd et al., (2001) e Bravo et al., (2005).

Nas ligacbes obtidas ficaram evidentes diferentes intensidades de
marcacgao entre as proteinas testadas. Uma relacéo direta pode ser relacionada
entre a atividade toxica encontrada nos bioensais e a intensidade da marcacéo
na membrana. As ligacdes das proteinas CrlAa e CrylAb (maior toxicidade
nos bioensaios) foram de maior intensidade que as proteinas CrylAc e Cry2A.
Ficou evidente também, que a proteina Cry2A que causou menor toxicidade a
lagartas de S. frugiperda entre as proteinas testadas foi a que apresentou

ligacdo de menor intensidade (Figura 20B).
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A cinética de unido das toxinas Cry as vesiculas da membrana da
microvilosidade apical dos insetos suscetiveis € bifasica, composta de um
passo reversivel e outro irreversivel (Van Rie et al., 1989). O primeiro passo
envolve a interagdo entre a toxina e seu sitio de unido (unido reversivel), que é
um requisito basico para que ocorra toxicidade, mas nao suficiente (Schnepf et
al.,, 1998). No entanto, a unido irreversivel a receptores especificos e a
insercdo na membrana parecem estar mais ligadas com a toxicidade (Van Rie
et al., 1989; Monnerat e Bravo, 2000). A intera¢do inicial esta relacionada entre
a toxina e o carboidrato do receptor, enquanto a irreversivel esta associada
com uma interacdo proteina-proteina (Liang et al., 1995).

Em relacdo as toxinas CrylA, pelo menos quatro diferentes receptores
(Figura 4) foram descritos em diferentes larvas de lepidopteros: a proteina do
tipo caderina (CADR), uma fosfatase alcalina (FA) ancorada a glicosilfosfatidil-
inositol (GPI), uma aminopeptidase-N (APN) ancorada a glicosilfosfatidil-inositol

(GPI) e um glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al., 2007).
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Figura 21 - Receptores moleculares das proteinas CrylA. Receptor do tipo
caderina (CADR); receptor aminopeptidase-N (APN); receptor fosfatase
alcalina (ALP); receptor glicoconjugado de 270 kDa (GCR) (Bravo et al.,
2007).
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A partir do processo de formacdo do poro, as toxinas Cry aumentam a
permeabilidade das microvilosidades apicais a cations, anions, agua e
moléculas de maior tamanho. Isso causa um colapso na diferenca de potencial
da membrana, ocasionando uma ma redistribuicdo dos céations entre o limen e
o citoplasma. Além disso, ocorre a alcalinizacdo do citoplasma, interferindo no
metabolismo celular normal e, consequentemente, ocorre morte celular e
destruicéo do epitélio (Wolfersberg, 1992).

Assim que as ceélulas colunares e caliciformes sdo destruidas, os
esporos de B. thuringiensis tém acesso a hemolinfa (Du e Nickerson, 1996),
ambiente no qual germinam. Tais eventos conduzem a lise das células
epiteliais do intestino dos insetos e, finalmente, a morte dos insetos por
inanicdo e septicemia (Dai e Gill, 1993; Monnerat e Bravo, 2000).

Este estudo comprovou que houve ligacdo das proteinas testadas a
receptores de membrana apical do intestino médio da populacdo de S.
frugiperda configurando um dos passos importantes para a agéo toxica dessas
proteinas contra insetos. Contudo, espera-se que novos estudos especificos
possam identificar a que tipo especifico de receptor cada proteina se liga,
principalmente, para entendimento de possiveis mecanismos de resisténcia
desse inseto a Bt. Segundo Ferré & Van Rie, (2002), o mecanismo de resisténcia
melhor caracterizado é a alteracdo dos receptores especificos no intestino

médio dos insetos.
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4. CONCLUSAO

Os resultados dos bioensaios evidenciaram que todas as proteinas
testadas (CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A) apresentaram toxicidade a larvas
de segundo instar de S. frugiperda. A proteina que apresentou maior toxicidade
contra S. frugiperda foi a CrylAa, seguidas das proteinas CrylAb, CrylAc e
Cry2A. Os resultados obtidos evidenciaram que a atividade tdxica das
proteinas CrylAa e a CrylAb tiveram eficiéncia cerca de dez vezes maior que
Cry2A e CrylAc.

A andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida dos cristais protéicos
e das proteinas soluveis revelou bandas de 130kDa para as proteinas CrylAa,
CrylAb, CrylAc e de 72kDa para a proteina Cry2A.

A ativacao das proteinas foi demostrada através de gel de poliacrilamida
dos cristais protéicos e das proteinas sollveis e tripsinadas, com a
identificacdo de bandas protéicas com massa molecular de aproximadamente
65 kDa, mostrando que as proteinas foram clivadas por tripsina da maneira
esperada.

Os resultados dos ensaios de ligacdo com as membranas contendo as
VMMAs de populagcbes de S. frugiperda demostraram ligagbes quando
submetidas a marcacédo com biotina das proteinas CrylAa e CrylAb, CrylAc e
Cry2A. Estes resultados indicam que existem ligacBes dessas quatro proteinas
a receptores de membrana apical do intestino médio da populacdo de S.
frugiperda.

Nas ligacbes obtidas ficaram evidentes diferentes intensidades de
marcacgao entre as proteinas testadas. Uma relacéo direta pode ser relacionada

entre a atividade toéxica encontrada nos bioensaios e a intensidade da
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marcacdo na membrana. As ligacOes das proteinas CrlAa e CrylAb (maior
toxicidade nos bioensaios) foram de maior intensidade que as proteinas
CrylAc e Cry2A. Ficou evidente também que a proteina Cry2A causou menor
toxicidade a lagartas de S. frugiperda. Entre as proteinas testadas foi a que

apresentou ligacdo de menor intensidade.
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- ANEXO A -

INSETICIDAS REGISTRADOS PELO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO PARA O
CONTROLE DE A. ipsilon e S. frugiperda NA CULTURA DO

MILHO.
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Tabela Al - Inseticidas registrados para o controle de Agrotis ipsilon na cultura do
milho

Ingrediente ativo Nome comercial Formulacdo Classe Fabricante

Carbaryl Carbaryl Fersol 480 SC Il Fersol
SC
Carbaryl Fersol P6 DP [l Fersol
75
carbofuran Furadan 350 TS SC I FMC
Ralzer 350 SC SC I Fersol
terbufos Counter 150 G GR I Basf
Counter 50 G GR I Basf
chlorpyrifos Lorsban 480 BR EC Il Dow
AgroScience
Vexter EC [l Dow
AgroScience
cypermethrin Galgotrin EC Il Chemotécnic
a Sintyal
lambdacyhalothrin Karate Zeon 250 CS 1] Syngenta
CS
permethrin Pounce 384 CE EC Il FMC

Tabela A2 - Inseticidas registrados para o controle de Spodoptera frugiperda na
cultura do milho.

Ingrediente ativo  Nome comercial Formulagcdo Classe Fabricante

alpha- Fastac 100 SC SC [l Basf
cypermethrin
beta-cyfluthrin Bulldock 125 SC SC Il Bayer
Full EC Il Bayer
Novapir EC Il Cheminova
Turbo EC [l Bayer
Carbaryl Carbaryl Fersol 480 SC Il Fersol
SC
Carbaryl Fersol P6 DP [ Fersol Ltda.
75
Sevin 480 SC SC Il Aventis
carbofuran Carbofuran SC I Dow
Sanachem 350 TS AgroScience
Carboran Fersol 350 SC I Fersol
SC
Diafuran 50 GR I Hokko
Furadan 350 TS SC I FMC
Furadan 50 G GR [l FMC
Ralzer 350 SC SC I Fersol
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Ingrediente ativo Nome comercial Formulacdo Classe Fabricante
Ralzer 50 GR GR I Fersol
chlorfenapyr Pirate SC [l Basf
chlorfluazuron Atabron 50 CE EC I Ishihara
chlorpyrifos Astro EW [l Bayer
Clorpirifés Fersol EC Il Fersol
480 CE
Clorpirifos EC I Dow
Sanachem 480 CE AgroScience
Klorpan 480 CE EC 1 Agripec
Lorsban 480 BR EC Il Dow
AgroScience
Nufos 480 CE EC [l Cheminova
Pyrinex 480 CE EC 1 Agricur
Sabre EW 1] Dow
AgroScience
Vexter EC [l Dow
AgroScience
cyfluthrin Baytroid CE EC [l Bayer
cypermethrin Arrivo 200 CE EC Il FMC
Cipermetrina Nortox EC I Nortox
250 CE
Cipertrin EC 1 Prentiss
Commanche 200 EC 1] FMC.
CE
Cyptrin 250 CE EC I Agripec
Galgotrin EC Il Chemotécnic
a Sintyal
Ripcord 100 EC Il Basf
deltamethrin Decis 25 CE EC 11 Aventis
Decis 4 UBV UL 1] Aventis
Decis 50 SC SC \Y% Aventis
Decis Ultra 100 CE EC I Aventis
Keshet 25 CE EC I Agricur
deltamethrin + Deltaphos EC I Aventis
triazophos
diflubenzuron Dimilin WP \% Uniroyal
enxofre Kumulus DF WG Y Basf
esfenvalerate Sumidan 25 CE EC I Sumitomo
etofenprox Trebon 300 CE EC Il Sipcam
fenitrothion Sumibase 500 CE EC Il Sumitomo
Sumithion 500 CE EC Il Sumitomo
fenpropathrin Danimen 300 CE EC I Sumitomo
furathiocarb Promet 400 CS SL [l Syngenta
lambda- Karate 50 CE EC Il Syngenta
cyhalothrin
Karate Zeon 250 CS CS [ Syngenta
Karate Zeon 50 CS CS 11 Syngenta
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Ingrediente ativo Nome comercial Formulacdo Classe Fabricante
lufenuron Match CE EC \Y% Syngenta
malathion Malathion 500 CE EC 1l Action

Sultox
methomyl Lannate BR SL I Du Pont
Lannate Express SL [l Du Pont
Methomex 215 LS SL Il Agricur
methoxyfenozid Intrepid 240 SC SC v Dow
e AgroScience
Valient SC v Bayer
monocrotophos Agrophos 400 SL I Agripec
novaluron Gallaxy 100 CE EC \Y% Agricur
Rimon 100 CE EC \Y% Agricur
parathion- Bravik 600 CE EC I Action
methyl
Folidol 600 EC Il Bayer
Folidol ME CS [l Bayer
Folisuper 600 BR EC I Agripec
Mentox 600 CE EC Il Prentiss
Paracap 450 MCS CS 11! Cheminova
Parathion Metilico DP I Quimicas
Pikapau Sao Vicente
permethrin Ambush 500 CE EC Il Syngenta
Corsair 500 CE EC Il Aventis.
Permetrina Fersol EC I Fersol
384 CE
Piredan EC 1 Du Pont
Pounce 384 CE EC 1 FMC
Talcord 250 CE EC Il Basf
Valon 384 CE EC Il Dow
AgroScience
profenofos Curacron 500 EC [l Syngenta
pyridaphenthion Ofunack 400 CE EC 11 Sipcam
spinosad Credence SC [l Dow
AgroScience
S
Tracer SC 1] Dow
AgroScience
tebufenozide Mimic 240 SC SC A\ Dow
AgroScience
thiodicarb Futur 300 SC [l Aventis.
thiodicarb Futur 300 SC [l Aventis.
Larvin 800 WG WG Il Aventis.
Semevin 350 SC 11 Aventis
triazophos Hostathion 400 BR EC I Aventis.
trichlorphon Dipterex 500 SL 1 Bayer
Triclorfon 500 SL I Milenia
Milena
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Ingrediente ativo Nome comercial Formulacdo Classe Fabricante
triflumuron Alsystin 250 PM WP \% Bayer
Alsystin 480 SC SC \Y% Bayer.
Brigadier WP 1 Bayer
Certero SC [\ Bayer

Rigel SC \Y Cheminova
Zeta- Fury 180 EW EW Il FMC

cypermethrin

Fury 200 EW EW 11 FMC
Fury 400 CE EC [l FMC
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- ANEXO B -

PRODUTOS FORMULADOS A BASE DE B. thuringiensis

(Bt) COMERCIALIZAZOS NO MUNDO.
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Tabela B1 — Principais bioinseticidas comerciais formulados a base de B.

thuringiensis.

Nome

Empresa . Variedade Ordem Proteinas
comercial
Dipel, Biobit kurstaki L 1Aal, 1ADb1,
1Acl, 2Aal,
2Ab1
Gnatrol israelensis D 4Aal, 4Bal,
10Aal, 11Aa1l,
CytAa
Abbott Labs. c 3Aa3
Novodor tenebrionis L 1Aal, 1Ab1,
Xentari aizawal 1Bal, 1Cal,
1Dal
N.D. B-exotoxina
Dibeta N.D.
American . . 4Aal, 4Bal,
) Acrobe israelensis D 10Aal, 11Aa1l,
Cyanamid
CytAa
Bernan Bt kurstaki L 1Aal, 1Ab1,
Bactec 1Acl, 2Aal,
2Ab1
Bt-horus Israelensis D 4Aal, 4Bal,
10Aal, 11Aal,
CytAa
Bthek
Biotecnologia 1Aal, 1Ab1,
Ponto Final kurstaki L 1Acl, 2Aal,
2Ab1l
Biochem Bactmos israelensis D 4Aal, 4Bal,
Products 10Aal, 11Aal,
CytAa
Bactis kurstaki L 1Aal, 1ADb1,
1Acl, 2Aal,
Compagnia di 2Abl
Ricerca chim. Bactucide israelensis D
CRC 4Aal, 4Bal,
10Aal, 11Aal,
Exobac N.D. N.D. CytAap-exotoxina
Lepinox (R) kurstaki L 1Aa, 1Ac, 2A, 1F-
Crymax ED7826 L 1Ac (R)
Raven kurstaki C 1Ac, 2A, 1C (R)
Condor ED7841 L 1Ac, 3A, 3Bb (R)
Ecogen Inc. Cutlass (T) kurstaki L Transconjugante
Foil EG7673 L/C Transconjugante
kurstaki (T) 1Ac, 3Aa (T)

kurstaki (T)
kurstaki (T)
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Nome

Empresa . Variedade Ordem Proteinas
comercial
Fﬂgéﬁ:gﬁ i Biospor kurstaki L %ﬁazéAb 1Ac,
Fermegléz.;l ASC Cutlass kurstaki L %ﬁazéAb 1Ac,
Dendrobacilli dendrolimus L N.D.
n galleriae L 1Cbl
Glavmikrobiopro | Endobacterin tolworthi N.D. -exotoxina
m Eksotoksin thuringiensis L 1Bal
Insektin tolworthi N.D. B-exotoxina
Toxobakterin
Jewin-Joffe . N.D.
Industry Limeted Bitayon N.D. L
1Aal, 1ADb1,
Knoll Bioproducts Larvo-Bt kurstaki L 1Acl, 2Aal,
2Ab1
1Aal, 1Ab1,
Korea Explosives Bt kurstaki L 1Acl, 2Aal,
2Ab1
Kyowa-Hatto . : 1Aal,  1Ab1,
Kogyo Co. Selectgyn aizawal L 1Bal, 1Cal,
1Dal
1Aal, 1ADb1,
Liebec Sporine kurstaki L 1Acl, 2Aal,
2Ab1
Merck Agritol N.D. N.D. N.D.
Mattch Pseudomonas L EC.
sp (EC)
MTrak (R) L 3A (EC)
Mycogen Pseudomonas
MVP (R) sp (EC) C EC.
Pseudomonas
Sp(EC)
Bactospeine kurstaki L 1Aal, 1Abl,
1Acl, 2Aal,
. 2Ab1
Phillips Duphar Bactimos israelensis D 4Aal, 4Bal,
10Aal, 11Aal,
CytAa
Plantibac kurstaki L 1Aal, 1Abl,
Procida 1Acl, 2Aal,
2Ab1
Baturad kurstaki L 1Aal, 1Abl,
1Acl, 2Aal,
Radonja I . 2Ab1
Nubilacid kurstaki L 1Aal, 1Ab1,
1Acl, 2Aal,
2Ab1
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Nome

Empresa . Variedade Ordem Proteinas
comercial
Javelin kurstaki L 1Aal, 1Ab1,
1Acl, 2Aal,
Thuricide kurstaki L 2Ab1
1Aal, 1Ab1,
Certan aizawal L 1Acl, 2Aal,
2Ab1
Sandoz Corp. Teknar israelensis D 1Aal, 1Ab1,
1Bal, 1Ca1l,
Trident tenebrionis C 1Dal
4Aal, 4Bal,
10Aal, 11Aa1l,
CytAa
3A
Scientific &
Technology Bt 8010, Rijin N.D. L N.D.
Developing
Delfin,
SDS Biotech K.K. Thuricide N.D. L N.D.
Able kurstaki L N.D.
Agree aizawai-GC91 L Transconjugante
Teknar (M) D 4Aal, 4Bal,
israelensis 10Aal, 11Aal,
Thuricide L CytAa
kurstaki 1Aal, 1Ab1,
Thermo Trilogy Javelin, L 1Acl, 2Aal,
Corporation Delfin kurstaki-SAH L 2Abl
CoStar kurstaki-SA12 L N.D.
Steward kurstaki N.D.
C 1Aal, 1Ab1,
Trident tenebrionis 1Acl, 2Aal,
2Ab1l
3Aal
Tuticorin Alkali
Chemicals and Spicturin galleriae L 1Cbl

Fertilisers Limited

Legenda: L: lepidoptera, C: coleoptera, D: diptera. Fonte: (Cerén, 2004)
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