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Resumo

A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner produz um corpo de inclusdo paraesporal (cristal) de natureza proteica, formado
durante a esporulacdo, que atua de forma eficiente no controle de insetos-praga de culturas economicamente importantes.
Esse cristal é constituido de proteinas Cry, que sdo codificadas pelos genes cry; um isolado pode ser caracterizado pelo con-
telido de genes cry que apresenta. Visando caracterizar novos isolados no combate de insetos-praga pertencentes as ordens
Lepidoptera e Coleoptera, 76 isolados bacterianos foram analisados molecularmente e tiveram seu potencial de controle
avaliado por meio de bioensaios com larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), Sphenophorus levis Vaurie e Tenebrio molitor
Linnaeus. As andlises moleculares indicaram 11 isolados (14,5% da colecdo), contendo genes lepidéptero-especificos e 17
(22,37%) com genes coledptero-especificos. As andlises de patogenicidade revelaram dois isolados com alto potencial de
controle para lagartas de S. frugiperda, um para larvas de S. levis e seis prejudiciais ao desenvolvimento das larvas de T. mo-
litor. Esses isolados de B. thuringiensis podem ser promissores no controle biolégico das referidas pragas.

Palavras-chave: controle bioldgico, genes cry, Spodoptera frugiperda, Sphenophorus levis, Tenebrio molitor.

Characterization of new strains of Bacillus thuringiensis for the control of important
insect pests in agriculture

Abstract

Bacillus thuringiensis Berliner produces protein crystals that act effectively on the control of pests for several relevant crops.
The cry genes codes for these proteins are named Cry proteins. The cry gene profile can potentially set each bacterial isolate
as a potential pest control agent. Aiming to analyze new isolates for the controlling of pests belonging to the orders Lepidop-
tera and Coleoptera, 76 samples were molecularly analyzed and had their potential for control evaluated through bioassays
with larvae of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), Sphenophorus levis Vaurie and Tenebrio molitor Linnaeus. Based on molecular
analysis data, 11 samples (14.5%) were able to control lepidopteran specific pests due to their cry genes content, and 17
samples (22.37%) exhibited coleopteran specific cry genes. The bioassays results indicated two samples with highly effec-
tive against S. frugiperda, one against S. levis and six with high toxicity against T. molitor larvae development. The selected B.

thuringiensis isolates may be promising for the biological control of these pests.

Key words: biological control, cry genes, Spodoptera frugiperda, Sphenophorus levis, Tenebrio molitor.

1. INTRODUCAO

O controle convencional de insetos-praga na agricultura,
por meio de pulverizagdes com inseticidas sintéticos, tem
causado agressoes constantes a0 meio ambiente, que se ca-
racterizam principalmente pela contaminagio do solo e da
dgua. Em adico, o uso abusivo desta prética tem favorecido
a rdpida selecio de insetos-praga resistentes, além de preju-
dicar os organismos nio-alvo, visto que esse tipo de controle
ndo ¢ especifico. Nesse contexto, uma alternativa pode ser o

controle bioldgico, com destaque para o agente entomopa-
togénico Bacillus thuringiensis Berliner, 1911 (Eubacteriales:
Bacillaceae). Este patdgeno é amplamente recomendado por
produzir toxinas especificas denominadas proteinas Cry, que
tém atividade tOxica contra espécies pertencentes as ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera, bem como s vdrias es-
pécies de artrépodes, nematdides e platelmintos (LERECLUS
et al., 1993; vaN FRANKENHUYZEN, 2009).

A patogenicidade ¢ a especificidade de isolados de

B. thuringiensis sao determinadas pelos tipos de genes
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cry funcionais existentes, uma vez que sio estes genes que
codificam as proteinas Cry (WaNG et al., 2003). Assim, a
determinagio do contetido de genes ¢ry de um isolado ¢
de extrema importancia, pois prediz o perfil de sua ativi-
dade téxica e direciona os bioensaios (SAUKA et al., 20006),
tornando possivel avaliar o potencial de controle real exer-
cido contra um inseto-alvo especifico.

Entre as espécies que podem ser controladas por esse
micro-organismo, estdo insetos-praga de importantes cul-
turas em todo o mundo, como Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) na cultura do milho,
Sphenophorus levis Vaurie (Coleoptera: Curculionidae)
na cultura da cana-de-actcar e Tenebrio molitor Linnaeus
(Coleoptera: Tenebrionidae) em vérios tipos de graos ar-
mazenados (GaLLO et al., 2002; MoOREIRA et al., 2005).
Tais culturas representam grande parte do que é consumido
pela populagio, seja diretamente, como o arroz e o trigo,
seja indiretamente, como o milho, utilizado também na ali-
mentag¢o animal pela agropecudria. A cana-de-agticar, além
da importincia na alimentagio, também possui impor-
tAncia por seu potencial como biocombustivel. Portanto,
manter bons indices de produtividade nessas culturas ¢ de
extrema importincia e, neste contexto, manté-las livres de
insetos-praga torna-se fundamental.

A busca e a caracterizagio de novos isolados com po-
tencialidades entomopatogénicas sao fundamentais para
o manejo da utilizacio de B. thuringiensis como agente de
controle bioldgico, pois os isolados promissores podem ser
empregados na produc¢do de bioinseticidas mais eficazes,
bem como na obtengio de genes cry com diferentes espe-
cificidades. Também ¢ imprescindivel o desenvolvimen-
to de um banco de genes ¢y devidamente caracterizado,
o que seria uma ferramenta importante para minimizar o
aparecimento de possiveis resisténcias as proteinas Cry.

O presente trabalho objetivou estudar uma colegao
de novos isolados de B. thuringiensis quanto ao perfil ge-
nes cry e a patogenicidade dos isolados positivos sobre trés
espécies de insetos de importancia agricola.

2. MATERIAL E METODOS
Linhagens bacterianas

Foram analisados 76 isolados de B. thuringiensis, obti-
dos de amostras de solos de diferentes locais da cidade de
Ilhabela, SP (23°13'56"'S; 45°42°83"*O). O isolamen-
to das coldnias bacterianas foi realizado utilizando-se 30
amostras de solo (um grama cada uma), coletadas durante
os meses de outubro e novembro de 2005. O método de
isolamento desenvolvido consistiu na adi¢ao de 10 mL de
dgua Mili-Q estéril seguida de leve agitacio e repouso por
1 hora, para que houvesse sedimentagio da amostra. A so-
lugdo foi filtrada com algodao, ¢ o filtrado levado a 80 °C
por 10 minutos, para eliminar possiveis micro-organismos

nao esporulados. O filtrado foi diluido 10 e 100 vezes em
dgua mili-Q autoclavada e as diluicoes homogeneizadas,
sendo 100 pL de cada dilui¢do submetido a inoculagao
em placas de Petri contendo meio NA (0,5% extrato de
levedura; 0,1% de triptona; 0,17 M NaCl e 0,15% de
dgar bacteriol4gico).

A incubagio foi feita em BOD a 30 °C por 36 horas e
as colonias obtidas foram avaliadas quanto 2 morfologia. As
colonias selecionadas para as caracteristicas corresponden-
tes a bacilos foram visualizadas em microscépio de contras-
te de fase para a verificagio da presenca de esporos e cristais.
Estas foram novamente submetidas 4 inoculagio em meio
NA ¢ incubadas a 30 °C por cinco dias, para que houvesse
a completa esporulacio. Os isolados foram entao estocados
em fitas de papel filtro e armazenados em tubos criogénicos
contendo 1 mL de solu¢ao de esporos (1 mL dgua estéril +
esporos da placa), sendo entio mantidos a 10 °C.

Além destes, foram utilizadas trés linhagens-padrao:
B. thuringiensis var. kurstaki HD1 (lepidoptero-especifica),
B. thuringiensis var. tenebrionis (coleoptero-especifica) e B.
thuringiensis var. israelensis (diptero-especifica), cedidas pelo
Bacillus Genetics Stock Center (BGSC).

Identificacao dos genes cry por PCR

Para a caracterizagdo molecular dos genes cryl, as amos-
tras do DNA gendmico de cada isolado foram subme-
tidas & amplificagio com o oligonucleotideo iniciador
geral gral-cryl (Bravo et al.,, 1998) e com 21 oligo-
nucleotideos iniciadores de subclasses c¢ryl: crylAa,
crylAb, crylAc, crylAd, crylAe, crylAf, crylAg, crylBb,
crylBc, crylBe, crylBf, crylCa, crylDa, crylEa, crylFa
(GuipeLLI-THULER et al., 2008), ¢rylBa, crylBd, cry-
1Ga, crylla, crylja e crylKa (GUIDELLI-THULER, com.
pessoal — Tabela 1). Para a identificagdo de genes coledp-
teros-especificos foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores ¢7y3Bb (GUIDELLI-THULER, com. pessoal —
Tabela 1) e ¢ry35Ba (SiLva et al., 2010).

As reacoes de amplificacio foram feitas em volume
de 20 mL contendo: 30 ng/mL de DNA molde, 250 mM
de uma solugao de dNTPs (10 mM); 2,0 mM de MgCl ;
0,4 mM de cada iniciador; 1,0 U da enzima Taqg DNA
polimerase (Invitrogen); solu¢io — tampao para a reagio
de PCR (1X) e dgua destilada Milli-Q previamente esteri-
lizada (gsp 20 mL). As condigoes para realizagio das rea-
¢oes de amplificagio foram: 5 minutos a 95 °C, 31 ciclos
consistindo de 1 min a 95 °C, temperatura de anelamen-
to por 1 minuto a 72 °C e, um passo extra de extensio
a 72 °C por 5 minutos. A temperatura de anelamento
utilizada para cada par de oligonucleotideos iniciadores
foi a mesma indicada nos trabalhos de descricao, citados
anteriormente. Os produtos de amplificagio foram ana-
lisados em gel de agarose a 1,5%, conforme SAMBROOK
e RusseL (2001).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacio dos genes cry

Iniciadores Sequéncias
18 5' GCTATGACAGTCGCACTTATC C 3'
5 ACTCTTATCGGTCCAAATCCAC 3'
- 5' TAGGCGTGTGGGTGGTATTC 3'
5 ACACTTCTGCTTCCCATTCTG 3'
5 TACTCAAGCAGCAAATCTACAC 3'
cry1Ca 5' ACTGATGAATGGAGATGAGCG 3"
5 ATGTAGAGCCGTTTGTTAGTG 3
crylla 5' TATGGCAGAGAACGAAGGTG 3'
e 5 TTATCGGTTTATGTTCAAGCAG 3"
5’ TATTGTAGATGGCGGAGGTG 3'
ik 5' CGCATTGAGGATAGCTTGTG 3'
5' AGTTTCGGCAGTTGTCCCTC 3'
5 TACGCAACAATACACTGACC 3
Cry3Bb

5" TCATCTGTTGTTTCTGGTGG 3

Criacao dos insetos-praga

As lagartas de S. frugiperda, provenientes da colecio do
Laboratério de Ecologia Aplicada, do Departamento de
Fitossanidade da UNESP, Jaboticabal, foram mantidas de
acordo com o descrito por BARRETO et al. (1999). A mes-
ma instituicio também forneceu as larvas de 7. molitor, as
quais foram mantidas em potes pldsticos de 500 mL de ca-
pacidade com tampa perfurada. Uma dieta pré-esterilizada
(28,5 g de farelo de trigo + 1,5 g de levedura de cerveja) foi
adicionada, de forma que a altura da coluna formada pela
dieta fosse de aproximadamente 3 cm (DE Borrotr et al.,
2011). As larvas de S. Jevis foram cedidas pelo Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC-Piracicaba), onde foram
criadas em dieta artificial semissélida desenvolvida e pre-
parada pelo préprio instituto de pesquisa, de acordo com
o descrito por DEGasrari et al. (1987).

Bioensaios

O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC)
constituiu-se de tratamentos compostos por suspensoes de es-
poro/cristal dos isolados positivos para os genes testados e por
suspensoes de esporo/cristal das linhagens-padrio, udlizadas
como controles positivos e negativos.

Para o preparo das suspensoes esporo/cristal, os iso-
lados de B. thuringiensis e as linhagens-padrio foram
submetidos & inoculacdo em placas de Petri, contendo
nutriente Agar (NA) e incubados em B.O.D. a 30 °C por
120 horas, para completa esporulagio. Apds esse perio-
do, todo o contetddo bacteriano foi coletado, diluido em
dgua contendo 0,05% de Tween-20 (espalhante adesivo) e
quantificado por meio de leitura em cimara de Neubauer
(Barrero et al., 1999). Suspensdes com concentragoes
iguais a 3x10® esporos por mL de Tween foram preparadas
para a aplicagio na superficie das dietas de S. frugiperda e

1. molitor, e suspensdes com concentragoes iguais a 3x107

Temperatura de anelamento (°C)

Produtos esperados (pb)

50 820
50 522
44 817
50 827
51 729
41 651
41 690

esporos por mL de Tween foram incorporadas durante o pre-
paro da dieta de S. levis; nesse caso, como seria necessdrio um
volume muito maior das suspensoes de esporos/cristais, a con-
centragio final precisou ser uma ordem de grandeza menor.

Para os testes com lagartas de S. frugiperda, cubos de
dieta (com cerca de 5 g cada um) foram mergulhados na
suspensio de esporos/cristais de cada linhagem testada, e,
posteriormente, secos a temperatura ambiente por 30 mi-
nutos em fluxo laminar. Para as larvas de 7. molitor, cada
30 g de dieta foi umedecida em 30 mL de suspensao es-
poros/cristais. A dieta foi deixada em estufa a 50 °C até
a completa secagem (cerca de 8 horas). Para S. levis, fo-
ram utilizadas aliquotas de 6 mL de dieta para cada larva.
Durante o preparo, 6 mL de suspensio esporos/cristais foi
adicionado a cada aliquota.

Lagartas de segundo instar de S. frugiperda foram en-
saiadas em delineamento inteiramente casualizado, com
12 tratamentos e quatro repeti¢oes (20 lagartas cada um).
A mortalidade foi avaliada no sétimo dia apds a exposi-
¢ao a dieta tratada. Como controle positivo, utilizou-se
a linhagem-padrao B. thuringiensis var. kurstaki HD1 e
como controle negativo a linhagem B. thuringiensis var.
tenebrionis. Para as espécies S. levis e 1. molitor, os bioen-
saios seguiram o mesmo delineamento experimental, com
seis e vinte tratamentos respectivamente. Foram realiza-
das duas repetigoes, cada uma delas contendo 20 larvas
de segundo instar das respectivas espécies. A avaliagio da
mortalidade de S. /evis foi realizada 15 dias apds a expo-
sicao da larva a dieta tratada. Para 7. molitor, avaliou-se o
ndmero de larvas, pupas e adultos, bem como a massa das
larvas sobreviventes 30 dias ap6s a instalagio. Em ambos
os bioensaios, foram utilizados como controle positivo a
linhagem-padrio B. thuringiensis var. tenebrionis ¢ como
controle negativo B. thuringiensis var. israelensis. Nos bio-
ensaios, com as trés espécies de insetos, foi incluido um
tratamento sem solucio de esporos/cristais (testemunha).

Os bioensaios foram desenvolvidos em salas climati-
zadas (T=25 °C = 2, U.R.=70% e fotoperiodo=14 horas
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de luz: 10 horas de escuro). Os dados de porcentagem de
mortalidade das larvas de S. frugiperda e S. levis, bem
como a massa (mg) das larvas sobreviventes da espécie 7.
molitor foram submetidos a andlise de variancia, utilizan-
do o software Estat (FCA/UNESP de Jaboticabal), sendo
as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,01).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo molecular

A cole¢do de isolados foi analisada quanto a presenca de
genes cry reconhecidos por atuarem no controle biolégico
de insetos das ordens Lepidoptera e Coleoptera. Dentre
os 24 genes cry estudados, 13 estiveram presentes nesta
coleciao de 76 isolados, sendo 22 isolados (28,9% do to-
tal) positivos para pelo menos um tipo de gene cry (Tabela
2). Essa frequéncia pode ser considerada relativamente alta,
uma vez que as amostras de solo s3o todas provenientes de
uma mesma localidade (Ilha Bela, SP). Do total de isolados
testados, nove (11,8%) possuiam genes lepiddptero-especi-
ficos e 17 (22,4%) possufam genes coleSptero-especificos;
os quatro isolados (IB5.3, IB8.1, IB9.2 ¢ IB17.3) tinham
simultaneamente genes especificos para o controle de inse-
tos de ambas as ordens.

A maior porcentagem de amplificagio foi verificada
para o gene especifico ¢rylBf (nove isolados positivos),

seguido dos genes crylDa, crylFa e crylla (oito isola-
dos) e crylBb, crylBe e crylKa (sete isolados). Outros
11 genes da classe cry! testados (crylAa, crylAb, crylAc,
crylAe, crylAf, crylAg, crylBa, crylCa, crylEa, crylGa e
crylja) nao estiveram presentes nos isolados desta cole-
¢do. A frequéncia total de genes lepiddptero-especificos
(11,8%) pode ser considerada baixa quando comparada
as descritas em outros trabalhos como: 42,6% (MORAEs e
CAPALBO, 1986), 54,0% (FERRANDIS et al., 1999) € 55,7%
(GuipeLLI-THULER et al., 2008). No entanto, é impor-
tante ressaltar que nos trabalhos desses autores foram uti-
lizados isolados provenientes de diversas localidades.

Em adicao, essa colecio de isolados foi mais rica em
genes da classe ¢7ylB do que da classe crylA4 (Tabela 2).
Dentre as seis subclasses crylB analisadas, cinco (83,3%)
estiveram presentes. E dentre as 10 subclasses ¢ry14 estu-
dadas, apenas uma (10% do total) esteve presente. Esses
resultados sugerem que a presente cole¢io tem um perfil
génico diferente do normalmente observado, pois estudos
como o de Bravo et al. (1998), UriBk et al. (2003) e
ARMENGOL et al. (2007), ao analisarem a presenca de ge-
nes da subclasse ¢yl em isolados de B. thuringiensis utili-
zando oligonucleotideos iniciadores (CERON et al., 1994;
1995), reportaram que os genes da subclasse crylA foram
muito mais frequentes que os da subclasse ¢7y1B.

Os isolados IB5.3, IB8.1 e IB9.2 exibiram o maior
ndamero de genes da subclasses cryl, com nove subclas-
ses cada (Tabela 2), sem amplificagio apenas para o gene

Tabela 2. Perfil génico dos isolados de B. thuringiensis de Ilha Bela (SP)

Isolados geral Ad Bb Bc Bd Be
IB1.2 - - - - - -
IB3.2 = = = = = =
IB3.3 + - + - - +
1B4.1 + + = = = =
IB5.3 + - + + + +
IB8.1 + = i i i i
IB8.2 + - + + - +
1B9.2 + 5 + + + +
IB10.2 + - + + - +
IB13.2 + = + + = +
IB17.3 + + - - - -
IB17.4 = = = = = =
IB18.1 - - - - - -
1B20.1 = = = = = =
1B20.3 - - - - - -
IB21.1 = = = = = =
I1B24.1 - - - - - -
IB25.1 = = = = = =
1B26.2 - - - - - -
1B29.2 = = = = = =
IB30.1 - - - - - -
IB30.2 = = = = = =
Total 9 2 7 6 3 7

(+) Apresentou amplificagio para o gene; (-) nao apresentou amplificagao para o gene.

cryl- cryl cryl cryl cryl cryl

cryl cryl cryl cryl cryl cry3 cry35
Bf Da Fa la Ka Bb Ba
- - - - - - +
- - - - - - +
+ + + + + - -
+ + + - = = =
+ + + + + - +
+ + + + + - +
+ + + + + - -
+ + + + + - +
+ + + + + - -
+ + - + + - -
+ - + + - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - ¥ -
- - - - - n -
- - - - - - +
- - - - - - +
9 8 8 8 7 14
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crylAd. Esse resultado foi superior a0 de MARTINEZ e
CaBALLERO (2002), que constataram sete diferentes genes
cry em um mesmo isolado, e inferior ao encontrado por
GuUIDELLI-THULER et al. (2008), que notaram um isolado
com 14 subclasses cryl. A grande variabilidade de genes
cryl em um mesmo isolado ¢ interessante, pois pode mi-
nimizar problemas relacionados a resisténcia aos bioinse-
ticidas formulados & base de B. thuringiensis. No entanto,
nao se deve descartar a possibilidade de que os iniciadores
elaborados possam ter provocado a amplificagio de mais
de uma subclasse, por serem gerados em uma regiio de
homologia entre elas, ocasionando assim um nimero su-
perestimado de possiveis genes ¢yl em alguns isolados.

Quanto 2 presenca de genes coledptero-especificos, trés
isolados (3,95%) foram positivos para o gene ¢7y3Bb e 14 iso-
lados (18,42%) para o gene c7y35Bb, totalizando 17 isolados
distintos (22,37% da colecio) (Tabela 2). Esses resultados fo-
ram semelhantes aos descritos por Bravo et al. (1998), em que
21,5% da colego estudada continham genes codificadores de
proteinas téxicas a coledpteros. No entanto, em seu trabalho,
os autores observaram genes lepidéptero-especificos em por-
centagem muito maiores do que a de coledptero-especificos,
0 oposto do que ocorreu nesse trabalho, cuja porcentagem
de isolados coledptero-especificos (22,37%) foi ligeiramente
maior em relagio aos lepidéptero-especificos (11,8%). A pre-
senca de genes efetivos contra larvas pertencentes & ordem
Coleoptera ndo ¢ tio comum quanto  presenca de genes
efetivos contra a ordem Lepidoptera; em alguns trabalhos
nio se observou nenhum isolado portando genes codifi-
cadores de proteinas efetivas a larvas da ordem Coleoptera
(CHaK et al., 1994; BEN-Dov et al., 1997). Esse resultado
mais uma vez infere o perfil distinto dos isolados deste
conjunto avaliado.

Variacoes na distribuicdo e no contetdo dos genes
da classe ¢7yl sio comumente encontradas entre as dife-
rentes colecoes de B. thuringiensis estudadas em todo o
mundo, o que sugere que as diferencas ecolégicas do local

Tabela 3. Mortalidade média das lagartas de S. frugiperda
submetidas aos tratamentos com isolados de B. thuringiensis com
amplificagio dos genes cry!

Tratamentos Mortalidade média (%)
IB17.3 85,00 a
1B8.2 80,00 ab
B. thuringiensis var. kurstaki — HD1 63,75 cd
IB3.3 61,25 cde
IB10.2 61,25 cde
IB8.1 53,75 de
IB13.2 47,50 ef
1B9.2 38,75 f
I1B4.1 36,25 f
IB5.3 33,75 f

B. thuringiensis var. tenebrionis 3758
Testemunha 2508

CV (%)=10,97. DMS=13,8112.
Meédias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1%.

de origem e/ou as relagées de coevolugio estejam favo-
recendo a expressio de diferentes padroes de genes cryl
(FERRANDIS et al., 1999). O perfil distinto de genes da
classe ¢yl verificado nesse trabalho reforca essa hipétese.
Assim como observado dentro da classe cry!, as diferencas
observadas para as frequéncias de genes ¢ry entre as outras
familias de genes também sio dependentes da fonte de
origem e da drea geogréfica onde as amostras foram cole-
tadas (BEN-Dov et al., 1997; Bravo et al., 1998).

A regido de Ilhabela (SP), de onde provém as amos-
tras de solo analisadas, é rica em insetos da ordem
Diptera. Desde 1994, vem sendo realizado nessa locali-
dade um programa de controle biolégico de 4mbito mu-
nicipal, em parceria com a SUCEN (Superintendéncia
de Controle de Endemias, SP), que utiliza a linhagem B.
thuringiensis var. israelensis no combate de simulideos, de
acordo com o proposto por ArRAUJO-COUTINHO e LACEY
(1990). Devido a esses fatores, a colecio de isolados aqui
descrita foi anteriormente avaliada por CAMPANINTI et al.
(2012), utilizando-se trés genes diptero-especificos, e ape-
nas oito isolados foram positivos para esses genes. Em
comparagio, neste trabalho foram observados nove iso-
lados lepidéptero-especificos e 17 coledptero-especificos.
FErreLson et al. (1992) mostraram que as espécies de in-
setos e linhagens de B. thuringiensis de uma mesma loca-
lidade vém coevoluindo ao longo do tempo. No entanto,
tais resultados sugerem que na regiao de Ilhabela esse fato
nio estd ocorrendo, uma vez que a regiao ¢ rica em insetos
da ordem Diptera com um niimero muito maior de iso-
lados com genes potenciais para o controle de insetos da
ordem Coleoptera.

Teste de patogenicidade

A partir dos resultados moleculares, a patogenecida-
de dos nove isolados tiveram amplificagio para os ge-
nes cryl e foram testados em lagartas de S. frugiperda,
com intuito de promover a selecio dos mais eficientes
no controle desse inseto-praga, bem como para verificar
qual combinacio génica seria a responsdvel pela maior
patogenecidade. A mortalidade foi analisada através de
um teste de comparagio de médias (Teste de Tukey), que
agrupa resultados estatisticamente semelhantes em uma
mesma classe. Foram geradas trés classes distintas, sendo
a classe que incluiu as maiores percentagens de mortali-
dade denominada como “alta eficiéncia’, a que incluiu as
menores porcentagens como “‘baixa eficiéncia” e a clase
intermedidria como “eficiéncia média”.

Dentre os isolados testados, um (IB5.3) revelou
baixa eficiéncia de controle, com mortalidade média de
33,75% (Tabela 3); seis isolados (IB4.1, IB9.2, IB13.2,
IB8.1, IB10.2 e IB3.3) tiveram médias de mortalidade
entre 36,25% e 61,25%, que foi considerada eficiéncia
média, e dois isolados (IB8.2 e IB17.3) com médias de
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mortalidade acima de 75%, considerada alta eficiéncia.
Naio houve relagio entre a combinagio de genes ¢ryl es-
pecificos e o potencial de mortalidade de lagartas de S.
frugiperda, pois os isolados IB5.3, IB8.1 ¢ IB9.2, que con-
tinham a mesma combinacio génica, proporcionaram po-
tenciais de controle significativamente diferentes: 33,75%
(baixa eficiéncia), 53,75% (eficiéncia média) e 38,75%
(eficiéncia média) respectivamente.

Nos bioensaios com larvas de S. /levis feitos com
os isolados ¢ry3Bb positivos (B25.1, IB26.2 ¢ IB30.2),
verificou-se reduc¢io ou inatividade alimentar e a au-
séncia de mudancga de instar. As larvas perderam gra-
dativamente a mobilidade e finalmente morreram de-
vido 4 infecgdo generalizada, apresentando nesse ponto
uma tonalidade escura. Esses sintomas corroboram os
descritos por HaBIB ¢ ANDRADE (1998) ¢ MONNERAT
e Bravo (2000). Os resultados de mortalidade em S.
levis também apresentaram trés classes de combinagoes
(Tabela 4). O isolado IB26.2 foi altamente eficiente,
com 76,66% de mortalidade. Os outros dois isola-
dos, IB25.1 e IB30.2, tiveram mortalidade média de
53,33% ¢ 63,33% respectivamente, sendo considera-
dos como de eficiéncia média.

Para a anilise de toxicidade as larvas de 7. molitor,
foram analisados 17 isolados positivos para os genes co-
leéptero-especificos (¢ry3Bb e ¢ry35Ba). Embora os tra-
tamentos nio tenham ocasionado mortalidade das larvas,
efeitos subletais foram observados. A linhagem-padrio B.
thuringiensis var. tenebriones foi o tratamento que mais
prejudicou o desenvolvimento das larvas, o que pode ser
comprovado pela baixa massa média das larvas nesse trata-
mento (Tabela 5). Esse resultado j4 era esperado, visto que
essa linhagem foi utilizada como controle positivo, por
ja ser amplamente caracterizada como capaz de controlar
insetos da ordem Coleoptera.

Seis isolados testados (IB30.1, IB25.1, IB21.1,
1B29.2, IB24,1 ¢ IB26.2 — 7,9% do conjunto) também
reduziram a massa das larvas, revelando-se desfavordveis
ao desenvolvimento do inseto. Esse resultado foi supe-
rior ao obtido por Siwva et al. (2002), que constatararam
apenas um isolado (1,2% da colegdo daquele trabalho)
eficiente contra 7. molitor. Porém, os autores obtiveram
a mortalidade das larvas de 7. molitor, diferentemente
do que ocorreu neste trabalho. Uma possivel explicagao
para nio se ter obtido a mortalidade das larvas é que
talvez a suspensdo de esporos/cristais nio tenha aderi-
do de forma adequada a dieta oferecida, a qual nesse
caso consistia de farelo de trigo e levedura de cerveja e
nio de uma dieta em blocos sélidos como nos demais
bioensaios, o que dificultou a adicao das suspensoes. Os
isolados IB9.2, IB17.4 ¢ IB20.1 foram os menos preju-
diciais ao desenvolvimento larval do inseto (Tabela 5),
com médias semelhantes a da testemunha. Os demais
isolados foram considerados intermedidrios.

Tabela 4. Mortalidade média de larvas de S. levis submetidas
isolados de B. thuringiensis que
amplificaram o gene cry3Bb

a0s tratamentos com

Tratamentos Mortalidade média (%)
B. thuringiensis var. Tenebrionis 86,66 a

1B26.2 76,66 ab

1B30.2 63,33 bc

IB25.1 53,33 ¢

B. thuringiensis var. israelensis 13,33d
Testemunha 3,33d

CV (%)=14,30. DMS=19,3918.
Meédias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1%.

Tabela 5. Massa média das larvas de 7 molitor 30 dias apds a
aplicacio dos tratamentos com os isolados positivos para os genes

cry3Bb e cry35Ba

Tratamentos Massa média (g)
1B9.2 0,1265 a
1B17.4 0,1235 ab
1B20.1 0,1140 abc
Testemunha 0,1109 abcd
1B20.3 0,1073 abcde
1B18.1 0,0899 abcdef
IB1.2 0,0800 abcdef
IB17.3 0,0785 bcdef
1B30.2 0,0766 becdef
B. thuringiensis var. israelensis 0,0757 cdefg
IB5.3 0,0705 cdefg
1B3.2 0,0655 defg
1B8.1 0,0633 efg
1B26.2 0,0527 fg
1B24.1 0,0493 fg
1B29.2 0,0481 fg
1B21.1 0,0476 fg
1B25.1 0,0471 fg
1B30.1 0,0437 fg

B. thuringiensis var. tenebrionis 0,0289 g

CV (%)=15,60. DMS=0,0472.

Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 1%.

4. CONCLUSAO

A cole¢do de isolados oriundos de Ilha Bela possui um
perfil diferente dos jd descritos na literatura, com mais
isolados contendo genes coledptero-especificos do que
lepidéptero-especificos. Nesta tltima classe sao encon-
trados mais genes da subclasse c7y/B do que da sub-
classe crylA.

Os isolados IB17.3 e IB8.2 sio altamente eficien-
tes no controle de lagartas de S. frugiperda. O isolado
[B26.2 é o mais eficiente no controle de larvas de S. /e-
vis. Os isolados IB30.1, IB25.1, IB21.1, 1B29.2, IB24,1
e IB26.2 afetam negativamente o desenvolvimento das
larvas de 7 molitor.

Esses isolados de B. thuringiensis sao promissores ¢ po-
dem ser incorporados em programas regionais de manejo
integrado de pragas das ordens Lepidoptera e Coleoptera.
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