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Resumo — O objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar molecularmente isolados de Bacillus
thuringiensis toxicos a Spodoptera eridania e S. frugiperda. Trinta e quatro isolados foram submetidos ao
bioensaio, dos quais trés foram selecionados e usados para a estimativa da CLs,. Os isolados selecionados nao
diferiram da linhagem padrdo HD-1. Na caracterizagdo molecular, identificou-se a presenca dos genes cryl
e cry2, nos isolados BR37 e BR94, e dos genes cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl no isolado BR5S, o que
confirmou o petfil proteico obtido de 130, 70 e 65 kDa. Foram identificados cristais bipiramidais e esféricos.
O isolado BR58, apesar de ndo conter os genes relacionados a toxicidade a Lepidoptera, causa mortalidade em
ambas as espécies.

Termos para indexa¢do: Spodoptera eridania, Spodoptera frugiperda, controle bioldgico, genes cry, proteinas
Cry.

Selection and molecular characterization of Bacillus thuringiensis
isolates for controlling Spodoptera spp.

Abstract — The objective of this work was to select and molecularly characterize Bacillus thuringiensis isolates
toxic to Spodoptera eridania and S. frugiperda. Thirty four isolates were subjected to the bioassay, of which
three were selected and used to estimate the LCs,. The selected isolates did not differ from the HD-1 standard
line. In the molecular characterization, the presence of the cryl and cry2 genes was identified in the BR37 and
BR94 isolates, and of the cry4A, crydB, cryl0, cryll, and cytl genes in the BR58 isolate, which confirmed the
obtained protein profile of 130, 70, and 65 kDa. Bipyramidal and spherical crystals were identified. The BR58
isolate, although not containing the genes related to toxicity to Lepidoptera, causes mortality in both species.

Index terms: Spodoptera eridania, Spodoptera frugiperda, biological control, cry genes, Cry proteins.

O género Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae)
apresenta grande importancia econdmica, por englobar
varias espécies capazes de causar danos a diversas
culturas (Santos, 2007). No Brasil, a espécie Spodoptera
frugiperda(J. E. Smith, 1797) é considerada praga chave
da cultura do milho, por causar perdas significativas
na producdo, especialmente pela voracidade das
lagartas e pela sua ocorréncia durante todos os estagios
fenoldgicos da cultura (Santos, 2007). Ja Spodoptera
eridania (Cramer, 1782) ¢ comumente encontrada na
soja, e apresenta importancia a partir do inicio da fase
reprodutiva da cultura, quando se alimenta de folhas e
vagens (Bueno et al., 2008).
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A medida de controle mais utilizada no manejo de
Spodoptera spp. € a aplicagdo de inseticidas sintéticos,
que, muitas vezes, sdo utilizados de forma errénea e
abusiva, o que causa danos ao homem e ao ambiente
(Van Lenteren & Bueno, 2003). Entre as alternativas de
controle que minimizam os problemas de contaminacéo
ambiental, destaca-se a utilizacdo de bioinseticidas
formulados a base de Bacillus thuringiensis.

Abactéria B. thuringiensis (Bt) é o principal agente de
controle bioldgico de insetos, principalmente em razao
da descoberta de novos isolados com variado espectro
de acdo (Melo & Azevedo, 1998). Essa bactéria produz
inclusoes cristalinas, denominadas de proteinas Cry,
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que sdo toxicas a varias ordens de insetos (Monnerat &
Bravo, 2000). Atualmente, 743 genes cry, classificados
em 73 grupos de proteinas Cry, com diferentes
subdivisdes, encontram-se clonados e sequenciados
(Crickmore et al., 2014). Apesar da grande quantidade
de genes descritos ¢ de sua grande diversidade, o
nimero de proteinas ativas para o controle de uma
determinada praga pode ser muito limitado (Herrero
et al., 2002). Portanto, o interesse pela busca de novos
isolados e novos genes tem se mantido constante.

O objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar
molecularmente isolados de B. thruringiensis toxicos a
S. eridania e S. frugiperda.

Foram avaliados 34 isolados de B. thuringiensis
pertencentes ao Banco de Entomopatégenos do
Laboratério de Genética e Taxonomia de Bactérias
da Universidade Estadual de Londrina e da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Os isolados
foram recebidos na forma liofilizada e recuperados
em solucdo aquosa de Tween 20 (0,05% v/v), na
concentragdo de 10.000 ug mL"! (0,03 g em 3,0 mL
de agua destilada esterilizada). Apds a obtencdo da
solugdo, esta foi agitada em aparelho do tipo Vortex,
por 60 s.

As lagartas de S. eridania e S. frugiperda foram
cedidas pela Embrapa Soja. Em todos os testes, foram
utilizadas lagartas de segundo instar e folhas de milho
com 40 dias de emergéncia, produzidas em casa de
vegetacdo, sem aplicagdo de produtos fitossanitarios.
Para o bioensaio seletivo, as folhas foram previamente
desinfetadas com solugdo de hipoclorito (1%),
cortadas (2,25 cm?) e, apds secagem, imersas na
suspensdo descrita anteriormente. Na testemunha,
as folhas de milho foram imersas apenas na solugdo
aquosa de Tween 20 (0,05% v/v). As lagartas foram
individualizadas, para evitar o canibalismo, ¢ o
experimento foi acondicionado em camara climatizada
(25+1°C e fotofase de 12 horas). As avaliagoes de
mortalidade foram realizadas 24, 48 e 72 horas apos a
aplicac@o dos tratamentos. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes de 20 lagartas.

Os isolados responsaveis por mortalidades maiores
que 90%, para ambas as espécies, foram submetidos a
bioensaios de dose-resposta para estimativa da CLs.
Sete doses foram testadas: 0,015 (p/v), 156 pg mL";
0,03 (p/v), 312 pg mL%; 0,06 (p/v), 625 pg mL; 0,12
(p/v), 1.250 pg mL1; 0,25 (p/v), 2.500 pg mL'; 0,5

(p/v), 5.000 pg mLY; e 1,0 (p/v), 10.000 pg mL".
Os isolados foram comparados a linhagem padrdo
HD-1, de B. thuringiensis subsp. kurstaki. Utilizou-se
o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco repeticoes de 20 lagartas. Os dados de
mortalidade foram submetidos a analise de Probit,
tendo-se utilizado a sobreposi¢do do intervalo de
confianga de 95%.

Amostras de DNA genémico dos isolados foram
extraidas pelo método de Hansen & Hendriksen (2001).
Os isolados foram cultivados em placas de acrilico com
meio Luria-Bertani (triptona 1,0%, extrato de levedura
0,5% e NaCl 1,0%), a 30°C, por 16 horas. Com o
auxilio de um palito esterilizado, transferiu-se uma
colonia, com aproximadamente 2,0 mm de didmetro,
para microtubos com 200 uL de TE (10 mmol L' de
Tris; 1,0 mmol L' de EDTA; pH 8,0). A suspensdo
foi homogeneizada e incubada em fervura por 10 min.
Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 12.000 g, por
3 min, e o sobrenadante foi transferido para novos tubos
e estocado a 4°C, para andlises posteriores nas reagdes
de amplificag¢do por PCR.

A presenca dos genes cryl, cry2, cry3, cry4A, cry4B,
cry10, cryll e cytl foi averiguada com os iniciadores
e as condi¢cdes de amplificacdo especificas, descritos
na literatura (Cerén et al., 1995; Bravo et al., 1998;
Ibarra et al., 2003). As rea¢des de amplificacdo foram
conduzidas com volume total de 20 pL, com 1,0 U
de Tag DNA polimerase (Life Technologies do Brasil
Ltda., Sao Paulo, SP), tampéo (2,0 mmol L' Tris-HCI
pH 8,0, 5,0 mmol L' de KCI), 2,5 mmol L' de MgCl,,
0,25 mmol L' de ANTP, 0,5 umol L' de cada iniciador,
2,0 uL do DNA gendmico e agua Milli-Q esterilizada.
Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2%, em tampao
TBE (89 mmol L Tris Borato, 2,0 mmol L' EDTA,
pH 8,0), e corados com SYBR Safe (Life Technologies
do Brasil Ltda., Sao Paulo, SP). Para a comparagéo do
peso molecular das bandas de amplificagdo, utilizou-
se o marcador de 1 Kb DNA Plus Ladder (Life
Technologies do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP).

A caracterizacdo proteica dos isolados de
B. thuringiensis foi realizada por eletroforese de
proteina, em gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE.
Os cristais foram obtidos de acordo com o protocolo
descrito por Lecadet et al. (1992). Cada isolado
foi cultivado em meio nutriente (NB), a 30°C, por
72 horas, sob agitacao de 200 rpm.
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A caracterizacdo morfoldgica dos isolados foi feita
de acordo com suas inclusdes proteicas, avaliadas por
microscopia eletronica de varredura. Para tanto, uma
aliquota de cada isolado liofilizado foi depositada
sobre suportes metalicos e coberta com ouro, por
180 s, com corrente de 40 mA, com uso de metalizador
Emitech, modelo K550 (Quorum Technologies Ltd.,
Lewes, East Sussex, Reino Unido). As amostras foram
observadas em microscopio eletrénico de varredura
Zeiss DSM 962 (Carl Zeiss International, Oberkochen,
Alemanha).

Dos 34 isolados de B. thuringiensis avaliados,
trés (BR37, BR58, BR94) foram responsaveis por
mortalidade superior a 90%, para ambas as espécies
de Spodoptera (Tabela 1). Esses isolados foram
selecionados para determinag@o da CLs,. Os valores de
CLs, dos trés isolados ndo difereriram estatisticamente
dos obtidos para a linhagem padriao B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 (Tabela 2). Esse resultado ¢
indicativo de elevado potencial toxico dos isolados,
uma vez que a linhagem utilizada para comparagdo
pode apresentar toxicidade de 2 a 200 vezes maior do

Tabela 1. Mortalidade (%) causada pelos diferentes isolados
de Bacillus thuringiensis nos bioensaios seletivos com
lagartas de segundo instar de Spodoptera eridania ¢ S.
frugiperda®.

Isolados Spodoptera Spodoptera lIsolados  Spodoptera Spodoptera
eridania  frugiperda eridania  frugiperda

BRO6 86a 72b S325 31f 54d
BR14 67c 11fg S390 22f 76b
BR16 87a 17fg S545 9fg 72bc
BR26 48e 52d S550 2g *
BR36 82b l4g S1122 69c 6g
BR37 96a 96a S1264 8fg 86a
BR40 67c 63c S1269 100a 70c
BR46 68¢c 16g S1342 3g 64c
BR48 86ab 51de S1365 13fg 6lcd
BR56 62¢c 58d S1534 6g 10fg
BR58 94a 94a S1538 22f *
BR79 74b 68c S1552 1g *
BR&7 54d 7g S1704 Og *
BR9%4 93a 88a S1834 Og *
BR128 56d * S1975 27f *
BR138 7lc 55d S1989 77f 48e
BR139 72bc 60c HD-1 100a 100a
S139 22f 98a Testemunha Og Og

(DMédias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. *Isolados nao foram testados para S. eridania.
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que a de outras linhagens normalmente utilizadas em
produtos comerciais (Dulmage, 1970).

A caracterizagdo molecular revelou que os isolados
BR37 e BR94 apresentam os genes cryl e cry2
(Figura 1), assim como a linhagem padrio HD-1.
No isolado BR58, foi verificada a presenga dos genes
cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl (Figura 2).

Observaram-se valores de massas moleculares
de 130 e 65 kDa para o isolado BR37 (Figura 3).
Esses valores sdo caracteristicos das proteinas Cryl
e Cry2, respectivamente; esse mesmo perfil proteico
foi confirmado para a linhagem padrao HD-1. Ja o
isolado BR58 apresentou perfil proteico relacionado as
proteinas Cry4A, Cry4B, Cryl0, Cryll e Cytl, com
massas moleculares de 130 e 70 kDA. Para o isolado
BR94, somente o valor de massa molecular de 65 kDA
foi confirmado, que corresponde a proteina Cry2,
embora tenha-se identificado a presenca do gene cryl,
na caracterizagdo génica. Isto pode ser explicado pela
ndo expressdo, ou pela subexpressdo, dessa proteina
(Macedo et al., 2012).

Quanto a morfologia dos cristais, também util
para avaliacdo da atividade inseticida dos isolados,
foram observados cristais bipiramidais, no isolado
BRY94; cristais esféricos, no isolado BR58; e cristais
bipiramidais e esféricos, no isolado BR37. A linhagem
padrdo HD-1 apresentou cristais bipiramidais, cuboides
e esféricos. Os cristais bipiramidais sdo frequentemente
relacionados a presenca de proteinas do tipo Cryl,

Tabela 2. Toxicidade (CLs) dos isolados de Bacillus
thuringiensis em lagartas de segundo instar de Spodoptera
eridania e S. frugiperda, 72 horas ap0s a incubagdo®.

Isolado  CLs, Intervalo de v Regressao

confianga

Spodoptera eridania

HD-1 0,14a 0,11-0,18 5,83 Y =6,58 + 1,888log X
BR37 0,18a 0,14-0,25 9,62 Y =6,43 + 1,974log X
BR58 0,14a 0,10-0,19 13,91 Y =6,75 +2,034log X
BR94 0,19a 0,17-0,23 3,09 Y = 6,45 +2,038log X
Spodoptera frugiperda
HD-1 0,13a 0,19-0,52 13,60 Y =6,72 + 1,963log X
BR37  0,35ab 0,24-0,47 20,92 Y =6,23 +2,723log X
BR58 0,12a 0,08-0,17 14,59 Y =6,83 +1,995log X
BR94  0,24ab 0,16-0,32 9,66 Y =6,50 +2,463log X

(DMédias seguidas de letras iguais ndo diferem pela sobreposi¢do do
intervalo de confianga, a 95% probabilidade, de acordo com a analise de
Probit.
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eficazes contra insetos das ordens Lepidoptera e
Coleoptera, enquanto os cristais cuboides estdo
associados as proteinas Cry2 e Cry3, toxicas contra

Figura 1. Reacdo de amplificagdo por PCR dos genes cryl
e cry2 com tamanhos esperados de 500 pb. Gel de agarose
1,2. Marcador de peso molecular 100 pb Ladder (Life
Technologies do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP).

cry4A  cry4B cryl0  cryll

Figura 2. Reagdo de amplificagdo por PCR com tamanho
esperado dos genes: cry4A, 459 pb; crydB, 480 pb; cryl0,
348 pb; cryll, 352 pb; e cytl, 480 pb. Gel de agarose
1,2. Marcador de peso molecular 100 pb Ladder (Life
Technologies do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP).

75 kDa - [

[ — h ’ v
50 kDa - B
37 kDa .

Figura 3. Gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE de
suspensdo de esporos e cristais dos isolados de Bacillus
thuringiensis. M, marcador; 1, HD-1; 2, BR37; 3, BR5S; ¢
4, BR94.

lepidopteros, coledpteros e dipteros (Silva et al., 2004).
Cristais esféricos estdo associados as proteinas toxicas
contra dipteros (Melatti et al., 2005).

Novas formulagées de bioinseticidas a base de
isolados de B. thuringiensis podem ajudar no manejo da
resisténcia de insetos-praga, e os resultados obtidos no
presente trabalho revelam a possibilidade de obtencao
de novos isolados e genes com grande potencial de
controle das espécies de Spodoptera avaliadas.
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