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Resumo — O objetivo deste trabal ho foi selecionar entre 300 estirpes de Bacillus thuringiensis as efetivas simul-
taneamente contra larvas de Spodoptera frugiperda J.E. Smith e Anticarsia gemmatalis HUbner (L epidoptera:
Noctuidae), Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), Aedes aegypti Linnaeus e Culex
quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidag). Foram selecionadas duas estirpes de B. thuringiensis, denominadas
S234 e S997, que apresentaram atividade contra as trés ordens de insetos. As estirpes foram caracterizadas por
métodos morfol 6gicos, biogquimicos e moleculares. As mesmas apresentaram duas proteinas principais de 130 e
65 kDa, produtos de reagdo em cadeia da polimerase de tamanho esperado para a detecgdo dos genes crylAa,
crylAb, crylAc, crylB ecry2 e cristais bipiramidais, cubdides e esféricos.

Termos paraindexacao: larva, controle biolégico, proteina, reacdo em cadeia da polimerase, combate as pragas,
biopesticida.

Bacillus thuringiensis strains effective against insects
of Lepidoptera, Coleoptera and Dipteraorders

Abstract — Theaim of this work was to select among 300 strains of Bacillus thuringiensis those which are
simultaneoudly effective against larvae of Spodoptera frugiperda J.E. Smith and Anticarsia gemmatalis Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae), Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), Aedes aegypti Linnaeus
and Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidag). Two strains of B. thuringiensis were selected, S234 and
S997, which presented activity against thosethreeinsect orders. Both strainswere characterized by morphological,
biochemical and molecular methods. They have presented two main proteins with 130 and 65 kDa, polimerase
chain reaction products with expected sizes for detection of the genes crylAa, crylAb, crylAc, crylB and cry2

and bipiramidal, cubical and spherical crystals.

Index terms: larvae, biological control, protein, polymerase chain reaction, pest control, biopesticides.

I ntroducéo

Cercade 15% da safra de alimentos do mundo é per-
dida por causa do atague de insetos, cujo controle tem
sido feito, predominantemente, com uso de inseticidas
quimicos (Silva-Filho & Falco, 2000). I nseticidas quimi-
cos sdo altamente toxicos e de amplo espectro de acdo
com consequiéncias graves ao homem e a0 meio ambi-
ente, além de causar 0 aparecimento de populacdes de
insetos resistentes. Portanto, € necessério reduzir o uso
desses produtos mediante 0 emprego de aternativasmais
seguras de controle. Assim, os agentes de controle bio-
I6gico, principalmente as bactérias, 8o uma aternativa
econbmica e ecologicamente viavel.

Dentre as bactérias utilizadas no controle biolégico,
Bacillus thuringiensis é responsavel por 90%-95% do
mercado de bioinseticidas (Va adares-Inglis et al., 1998)
e apresenta ampla distribuicdo, podendo ser encontrada
em praticamente todos os ambientes. Além disso, pro-
duz diferentes proteinas toxicas, denominadas cristais,
altamente especificas para os insetos das ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera e ndo afetam o ho-
mem, 0s animais e as plantas (Souza et a., 1999).

Os cristais de B. thuringiensis, ao serem ingeridos
pelas larvas dos insetos suscetiveis, sofrem acdo do pH
intestinal e de proteases, que solubilizam o cristal e ati-
vam as toxinas. Estas, por sua vez, se ligam a recepto-
res localizados no tecido epitelial do intestino da larva,
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ocasionando a quebra do equilibrio osmético da célula,
gue seintumesce erompe, propiciando o extravasamento
do conteldo intestinal para hemocele do inseto.
Em conseqiiéncia, a larva para de se alimentar, entra
em paraisia gera e morre por inanicdo ou septicemia.
N&o ha atividade de B. thuringiensis nas fases de pupa
e de adulto dos insetos (Monnerat & Bravo, 2000).

O objetivo deste trabalho foi selecionar entre 300 es-
tirpes de B. thuringiensis as efetivas simultaneamente
contra larvas de Spodoptera frugiperda J.E. Smith e
Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), Anthonomus grandis Boheman
(Coleoptera: Curculionidae), Aedes aegypti Linnaeus e
Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae).

M aterial e M étodos

Foram utilizadas 300 estirpes brasileiras de
B. thuringiensis pertencentes ao Banco de
Germoplasma de Bactérias Entomopatogénicas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As bac-
térias destinadas aos bi oensai os foram desenvol vidasem
meio NYSM (Yousten, 1984) por 48 horas a 28°C em
incubador rotativo a 200 rpm. Inicialmente foram reali-
zados bioensaios seletivos das estirpes contra larvas de
Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis,
Anthonomus grandis, Aedes aegypti e Culex
qguinquefasciatus. As estirpes que causaram mortali-
dade igual ou superior a50% para todos 0s insetos em
guestéo foram selecionadas e submetidas a novos
bioensaios, para determinacéo da concentracdo letal
necessaria paramatar 50% da popul acdo testada (CL 50).

Bioensaios

Spodoptera frugiperda

Os bioensai os foram realizados espal hando-se 35 ni.
da cultura bacteriana na dieta do inseto distribuida pre-
viamente em placas de cultivo de células com 24 pogos.
Apbs a absorcdo da cultura bacteriana pela dieta do
inseto, umalarvade segundo instar foi colocadaem cada
poco. Uma placa foi mantida sem a cultura bacteriana,
como testemunha. A primeira leitura de mortalidade foi
feita 48 horas apds o inicio do ensaio, ocasido em que
as lagartas foram transferidas para copos de pléstico de
50 mL, contendo dietalivre do patégeno. No sétimo dia,
foi feitaasegundae Ultimaleitura(Monnerat et al ., 2001;
SilvaWerneck & Monnerat, 2001).

No céculo da CLsg, foram feitas diluicBes seriadas
da cultura bacteriana liofilizada, apds desenvolvimento
nas condicBes acima descritas. Foram testadas dez di-
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luigbes de cada estirpe. Os dados de mortalidade obti-
dos apds sete dias foram analisados mediante Probits
(Finney, 1971) e a CLsgp foi determinada. Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Btk) foi utilizado
como padréo e controle positivo.

Anticarsia gemmatalis

Osbioensai osforam realizados espalhando-se 150 i
da cultura bacteriana na dieta distribuida previamente
em copos de plastico de 50 mL. Ap6s a absorcdo da
culturabacterianapeladieta, dez larvas de segundo instar
de A. gemmatalis foram colocadas em cada copo. Duas
repeticoes foram feitas e um copo foi deixado sem a
cultura bacteriana, como testemunha. A primeira leitu-
rafoi feita48 horas apés o inicio do ensaio, ocasido em
gue as lagartas foram transferidas para hovos copos,
contendo dietalivre do patégeno. No quinto dia, foi feita
asegundae Ultimaleitura(Monnerat et al., 2001; Silva
Werneck & Monnerat, 2001).

Para a determinacdo da CLsg, 0 procedimento utili-
zado foi idéntico ao descrito em relagdo aS. frugiperda,
com excegdo da Ultima leitura, realizada no quinto dia.
Os dados de mortalidade foram analisados mediante
Probits (Finney, 1971) e a CL 5 determinada. Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Btk) foi utilizado
como padréo e controle positivo.

Anthonomus grandis

O bicensaio seletivo foi realizado incorporando-se
10 mL da cultura bacteriana em 35 mL de dieta artifici-
al, vertida em placas de Petri (90x15 mm). ApGs
solidificagdo da dieta, foram feitos 15 furos de aproxi-
madamente 0,6 mm?2, onde col ocaram-selarvas neonatas
(uma por furo). Utilizaram-se quatro repeticbes e uma
placa sem abactériaserviu como testemunha. No sé&timo
diarealizou-se a Unicaleitura (Monnerat et a., 2000).

Para a determinagédo da CL g, diluicOes seriadas de-
cimais das culturasliofilizadas das estirpes sel ecionadas
foram incorporadas em 35 mL de dieta artificial do in-
seto. O restante do método foi desenvolvido conforme
0 bioensaio seletivo. Os dados de mortalidade obtidos
no sétimo diaforam analisados mediante Probits (Finney,
1971) e a CL s foi determinada. Bacillus thuringiensis
subsp. tenebrionis (Btt) foi utilizado como padréo e
controle positivo.

Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti

O procedimento na realizagcdo do bioensaio seletivo
consistiu em colocar 1 mL da cultura bacterianaem dois
coposdescartaveis de 200 mL, contendo 100 mL de agua
destilada com 25 larvas de segundo instar das duas es-
pécies de mosquitos. Foram feitas duas repeticdes e um
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copo sem a cultura bacteriana representou a testemu-
nha. Apds 24 e 48 horas, realizou-se aleitura do nime-
ro de sobreviventes, determinando-se as estirpes toxi-
cas aos insetos (Monnerat et a., 2001; Silva-Werneck
& Monnerat, 2001).

Para a determinagéo da CL 5o, foram feitas seis dilui-
¢Oes seriadas decimais das estirpes selecionadas
liofilizadas. O restante foi feito conforme bioensaio se-
letivo dos dipteros. Os dados de mortalidade obtidos fo-
ram analisados mediante Probits (Finney, 1971) eaCL s
foi determinada. Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis IPS-82 (Bti) foi utilizado como padréo e
controle positivo.

Eletroforese de proteinas em gel de poliacri-
lamida-SDS

Esse procedimento foi realizado com as estirpes
selecionadas nos bioensaios seletivos, toxicas a todos
0s insetos testados. As estirpes bacterianas se desen-
volveram em meio NYSM (Yousten, 1984) por 72 ho-
ras em incubador rotativo a 28°C e 200 rpm; as protei-
nas foram extraidas conforme Lecadet et a. (1991).
As preparagOes de esporos-cristais das estirpes foram
analisadas por eletroforeseem gel depoliacrilamida-SDS
a 10%, segundo Laemmli (1970), realizada em aparelho
de sistema vertical Hoefer miniVE — Amersham
Pharmacia, a voltagem constante de 150 V, por 1 hora
e 30 minutos.

Caracterizacdo molecular

O DNA total dosisoladosfoi extraido segundo Bravo
et al. (1998). Foram usados oligonucl eotideos gerais na
identificagdo dos genes cryl, cry2, cry3, cry4, cryb,
cry8, cryll, cryl2, cryl4, cry2l e cyt e, especificos
naidentificacdo de cryl, cry3, cry7, cry8, cry9 e cryl3
(Ceron et a., 1994, 1995; Bravo et a., 1998). Quinze
L do sobrenadante da cultura foram transferidos para
um tubo contendo 12,5 M de cada oligonuclectideo,
100 MM de dNTP mix, tampéo de Tagq 1x e 25U de
Tag DNA polimerase (5,0 U) em um volume total de
50 L. A amplificacdo foi processadaem termociclador.
As condic¢des foram as descritas por Ceron et al. (1994,
1995) e Bravo et al. (1998). Apbs amplificacdo, 24 nL
de cada produto de PCR foi analisado em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etidio e visualizado
em luz ultravioleta. Asestirpes B. thuringiensis subsp.
kurstaki (Btk), B. thuringiensis subsp. tenebrionis
(Btt), B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti),
B. thuringiensis subsp. medellin (Bt med) e
B. thuringiensis subsp. jegathesan (Bt jeg) foram uti-
lizadas como padréo.

Purificagcdo de cristais para microscopia eetronica

Os isolados foram crescidos em meio NY SM
(Y ousten, 1984) em incubador rotativo a200 rpm, a30°C,
por 48 a 72 horas até completa esporulacao.
Na purificag8o de cristais, foi utilizado o protocolo de
Thomas & Ellar (1983). Asamostras foram analisadas
em gel de proteinas e armazenadas a -20°C.

Microscopia eletronica de varredura

As suspensdes de cristais das estirpes foram prepa-
radas em liofilizador Labconco, modelo Lyphlock 18.
A seguir, as amostras foram depositadas sobre supor-
tes metalicos e cobertas com ouro por 180 s, utilizando-
se metalizador Emitech, modelo K550 e observadas em
microscopio eletrénico de varredura Zeiss, modelo
DSM 962.

Resultados e Discussao

Dentre as 300 estirpes testadas, apenas S234 e S997
causaram mortalidade nas cinco espécies de insetos e
foram selecionadas para a continuagdo do trabalho.

A estirpe S234 foi amais efetivacontraS. frugiperda
e apresentou ClLsgg trés vezes menor que a do padréo
Btk utilizado. Jaaestirpe S997 se mostrou téo patogénica
guanto o padréo, Btk, com vaores de CL 5y estatistica-
mente semelhantes. Em relacdo a A. gemmatalis, as
estirpes S234 e S997 se mostraram semel hantes ao pa-
dréo Btk (Tabelal). Osresultados de superioridade ou
semelhanca de estirpes de B. thuringiensis contra
lepiddpteros em relacdo ao padréo Btk j& haviam sido
relatados por Souza et a. (1999).

Com relagdo ao coledptero A. grandis, as estirpes
S234 e S997 se mostraram mais efetivas, uma vez que
gpresentaram CL g inferior a0 padréo Btt. A diferencados
valores absolutos da CL sy da estirpe S997 chegou a ser
300 vezes inferior da obtida com o padréo Btt (Tabela 2).

Tabela 1. Concentracdo letal (ng/cm?) das estirpes de
Bacillus thuringiensis necessaria para matar 50% (CLg) das
larvas de segundo instar de Spodoptera frugiperda e
Anticarsia gemmatalis®.

Estirpes S frugiperda A. gemmatalis
Clg IC@ ClLg IC®
BtK 28522b  201,53-418,73 15716a  5,95-23,06
34 90,24a  3932-144,30 17,22a  7,74-42,16
997 525,70b  387,22-699,79 21,49a  13,06-39,39

(MMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pela andlise de Probits. @Intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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Apesar de as estirpes S234 e S997 terem apresenta-
do toxicidade nos bioensaios seletivos contra A. aegypti
e C. quinquefasciatus, seus valores de CLsgy foram
semelhantes entre si e muitas vezes superiores ao pa-
dr&o Bti, sendo, portanto menos efetivas (Tabela 3).
Segundo Dias et . (2002), ndo se tém noticias de estir-
pes de B. thuringiensis mais eficazes que Bti no con-
trole de larvas de mosquitos.

Por meio da andlise da eletroforese da mistura de
esporos e cristais das estirpes S234 e S997, verificou-se
que as preparacies sao compostas de dois polipeptidios
principais de aproximadamente 130 e 65 kDa, semelhan-
tes entre si, que correspondem ao perfil do padréo Btk
(Hofte et al., 1988; Lereclus et d., 1993) (Tabela4).
O perfil de 130 kDa é considerado padréo de estirpes
ativas contra lepidopteros e coledpteros, e o perfil de
65 kDa é caracteristico de estirpes ativas contra
lepiddpteros e dipteros, corroborando os resultados ob-
tidos nos bioensaios com as estirpes S234 e S997.

Por meio da PCR, usando DNA total das estirpes
S234 e S997 e primers especificos para a deteccdo de
genes da classe cryl, foram obtidos fragmentos de ta-
manhos esperados. A PCR com os primers CJ1/CJ2
resultou num fragmento de 246 pb, indicando a presen-
¢a do gene crylAa. A PCR com os primers CH4 e CX5
resultou num fragmento de 216 pb, obtido quando o gene
crylAb estd presente. A PCR com os primers CJ6 e

Tabela 2. Concentragéo letal (mg/mL) das estirpes de
Bacillus thuringiensis necessaria para matar 50% (CLsp) das
larvas neonatas de Anthonomus grandis.

Estirpes Cls Intervalo de confiangaa
95% de probabilidade

Btt 537,0.10%b 81,0-26.287,2.10°3

S234 10,4.103%a 4,0-21,9.10°3

S997 1,8.10% 0,4-6,7.10°

(MMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pela andlise de Probits.

Tabela 3. Concentrag&o letal (mg/mL) das estirpes de
Bacillus thuringiensis necessaria para matar 50% (CLsp) das
larvas de segundo instar de Aedesaegypti e
Culex quingquefasciatus.

Estirpes A. aegypti C. quinquefasciatus
CLSO |C(2) CL50 |C(2)

Bti 0,0016a 0,0012-0,0022 0,0096a 0,0074-0,0130

234 4,9200b  2,33-17,97  7,2600b  4,86-15,90

997 4,4900b  2,06-16,97 31,0300b  9,45-990,68

(MMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pela andlise de Probits. @Intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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CJ7 resultou num fragmento de 180 pb, indicando apre-
senca de crylAc, e com os primers CJ8 e CJ9 um frag-
mento de 367 pb, indicando a presenca do gene cryl1B.
As duas estirpes S234 e S997 e o padréo Btk apresen-
taram os mesmos genes (Tabela4). Quando o DNA
das estirpes S234 e S997 foi amplificado com primer
geral para cry2, foi obtido um produto de 526 pb evi-
denciando, assm, a presenca do gene cry2 (Tabela4).
A PCR do padrdo Btk também apresentou 0 mesmo
fragmento. Os outros primers utilizados ndo produziram
fragmentos de tamanho esperado, indicando que as es-
tirpes ndo possuem genes cry3, cry4, crys, cry7, crys,
cry9, cryll, cryl2, cryl3, cryld, cry2l e cyt.
As PCRs realizadas com as estirpes padréo Bti, Bt jeg,
Bt med e Btt apresentaram fragmentos de tamanho es-
perado para os genes cry4, cryll, cytl e cyt2, cry3,
cry7 e cry8, respectivamente.

Provavelmente, a mortalidade causada pelas estirpes
S234 e S997 nos insetos S frugiperda, A. gemmatalis
e A. grandis se deva ao gene crylB, uma vez que
Bradley et al. (1995) observaram a atividade dupla da
proteina Cry1Ba contra lepiddpteros e coledpteros. Rie
et a. (1990) afirmaram que espécies de Spodoptera
s30 tolerantes as proteinas CrylAa e CrylAb. Com re-
lacdo a A. gemmatalis, a atividade entomopatogénica
das estirpes S234 e S997 pode ocorrer em razéo da pre-
senca dos genes crylA, como também pela presenca
do gene cry2, que sdo ativos contra insetos da ordem
Lepidoptera (Dankocsik et a., 1990; Wu et ., 1991).
No entanto, a baixa atividade das estirpes S234 e S997
contra os dipteros C. quinquefasciatus e A. aegypti
se deve, provavelmente, a presenca do gene cry2, ja
gue este gene apresenta baixa atividade contra esta or-
dem deinsetos (Dankocsik et al., 1990; Wu et &l ., 1991).

A toxicidade de algumas estirpes aosinsetos-alvo pode
ocorrer por causa das interagdes sinergisticas entre as
toxinas encontradas, ou mesmo, pela interacdo destas
com os esporos. Portanto, se torna necessario redlizar e
analisar bioensaios com proteinas individuais e em con-
junto para confirmar a toxina responsavel pela mortali-
dade (Lee et al., 1996; Schnepf et al., 1998).

Tabela 4. Perfis protéicos e genes cry presentes nas estirpes
de Bacillus thuringiensis.

Estirpes Perfil protéico Genes
(kDa)
2% 130e65 CrylAa, crylAb, crylAc, cry2 ecrylB
997 130e65 CrylAa, crylAb, crylAc, cry2 ecrylB
Btk 130e65 CrylAa, crylAb, crylAc, cry2 ecrylB




Estirpes efetivas de Bacillus thuringiensis 15

A andlise morfoldgica, por meio de microscopia ele-
trénica de varredura, das estirpes S997 e S234 mostrou
gue ambas as estirpes possuem cristais bipiramidais,
cubdides e esféricos (Figuras 1 e 2). Essas formas vis-
tas mediante exames microscépicos podem fornecer
indicagdes sobre a atividade inseticida dos cristais de
uma estirpe (Taylor et a., 1992; Lereclus et al., 1993;

Figura 1. Micrografia eletrénica de varredura da mistura
esporos-cristais da estirpe de Bacillus thuringiensis S997.
cb: cristal bipiramidal; cc: cristal cubdide; ce: cristal esférico;
ep: esporo (aumento de 10.000 x).

Figura 2. Micrografia eletrénica de varredura da mistura
esporos-cristais da estirpe de Bacillus thuringiensis S234.
cb: cristal bipiramidal; ep: esporo; cc: cristal cubdide (aumen-
tode20.000 x).

Habib & Andrade, 1998). Cristais bipiramidais podem
estar associados as proteinas do tipo Cryl, que apre-
sentam atividade contra Lepidoptera e Coleoptera, e 0s
cristais cubdides podem estar associados com as prote-
inas do tipo Cry2, que apresentam atividade contra
Lepidoptera e Diptera. A estirpe de B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1, utilizada como padréo, apresen-
tou 0s mesmos cristais que as estirpes S234 e S997,
confirmando o observado por Hofte et a. (1988).

Conclusao

Entre as 300 estirpes de Bacillus thuringiensis, duas,
S234 e S997, sdo efetivas simultaneamente contra lar-
vas de Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis,
Anthonomus grandis, Aedes aegypti e Culex
guinquefasciatus.
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