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Resumo

Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta rosca, é
uma praga polifaga e cosmopolita, causadora de sérios danos em cultivos horti-
colas e em sistemas de produgio de graos. Uma das alternativas para o combate a
essa praga pode ser a utilizagdo de produtos a base de Bacillus thuringiensis (Bt),
bactéria aerdbica, Gram positiva, caracterizada pela producéo de proteinas toxicas
a insetos. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui uma cole¢éo de
cerca de 2.300 estirpes de Bt. Neste trabalho, cem estirpes dessa colecido foram
testadas para controle de A. ipsilon e, destas, nove foram bastante toxicas. Essas
estirpes pertencem aos sorotipos kurstaki, aizawai, sotto e galleriae. A analise mo-
lecular e proteica mostrou a presenca dos genes crylAa, crylAb, crylAc, crylB,
crylC, crylE cry2 e cryll e suas respectivas proteinas, indicando serem essas as

proteinas envolvidas na atividade tdxica das estirpes selecionadas.
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1 Introducao

Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta rosca, é
uma praga polifaga e cosmopolita causadora de sérios danos em cultivos horticolas
e em sistemas de produgdo de graos. Segundo Souza (2005), o dano causado pelo
inseto é maior se a populacdo de lagartas, em estdgio de desenvolvimento avangca-
do, for alta. O que é comum de acontecer em Sistemas de Plantio Direto (SPD), no
qual o solo ¢ mantido sob cobertura permanente com diversas culturas em suces-

sdo e sem revolvimento, protegendo pupas e adultos desse inseto.

O controle da lagarta rosca, normalmente, ¢é realizado com aplicagédo de
inseticidas quimicos logo no inicio da infesta¢do; contudo, sabe-se que o uso cons-
tante e indiscriminado de inseticidas pode causar desequilibrios ecoldgicos, sele-
¢do de populagdes de insetos resistentes e perdas econdmicas (ALVES; SERIKA-
WA, 2006). Uma das alternativas para o combate a essa praga pode ser a utilizacdo
de produtos a base de Bacillus thuringiensis (Bt). Essa bactéria pertence a familia
Bacillaceae, é aerdbica, Gram positiva e caracterizada pela producdo de inclusoes
proteicas cristalinas (proteinas Cry), durante seu ciclo de crescimento, no momen-
to de sua esporula¢dao (SCNEPF et al., 1998). As inclusdes cristalinas de Bt contém
proteinas denominadas delta-endotoxinas ou proteinas Cry, que, atualmente, for-
mam uma familia com mais de 400 membros, classificados em 60 grupos. A ativi-
dade toxica dessas proteinas contra insetos-praga possibilitou o desenvolvimento
de bioinseticidas e a selecdo de genes codificadores de proteinas inseticidas, utili-
zados na produgio de plantas transgénicas resistentes a insetos. O modo de agdo
das proteinas Cry tem sido extensivamente estudado e sabe-se que, ap6s a inges-
tdo, essas proteinas (protoxina), sdo solubilizadas, devido ao pH alcalino intestinal
(CHARLES et al., 2000) e ativadas por proteinases intestinais. Apds ser ativada, a
proteina reconhece e se liga aos receptores de membrana especificos, causando al-
teragdes na permeabilidade, levando a um choque osmético e, consequentemente,
a paralisia e morte do inseto por inani¢do e septicemia (MONNERAT; BRAVO,
2000; SILVA-WERNECK; MONNERAT, 2001).

Em todo o mundo, sdo pesquisadas novas estirpes de B. thuringiensis,
visando o aumento do numero de toxinas disponiveis para o controle de inse-

tos. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui em torno de 2.300
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estirpes em sua Cole¢do de Bactérias Toxicas a Invertebrados (MONNERAT et
al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo selecionar estirpes de B. thuringiensis toxi-
cas da lagarta rosca. As estirpes toxicas foram caracterizadas por meio de métodos
sorolégicos, bioquimicos e moleculares para identificagao das proteinas Cry res-

ponsaveis pela atividade toxica.

2 Material e métodos

Insetos: A colonia de A. ipsilon foi iniciada a partir da aquisi¢ao de lagar-
tas da empresa BUG Agentes Bioldgicos, localizada em Piracicaba — Sao Paulo. A
criagdo foi realizada no Laboratério de Criagao Massal de Insetos, do Nucleo de
Controle Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, numa sala
que foi mantida a temperatura de 27 + 2°C, umidade relativa (UR) de 60 + 10% e
fotofase de 14h. Para a obtencdo de ovos, adultos foram colocados em gaiolas de
PVC (10 cm de didmetro por 20 cm de altura), fechadas na extremidade superior
com fil6 e, na inferior, com placa de Petri. Os ovos foram coletados diariamente
e colocados em recipiente plastico adequado, com furo nas tampas, que permitia
a passagem do ar, e com dieta artificial, que serviu para alimentar as larvas recém
eclodidas, onde foram mantidas até atingirem o terceiro estagio de desenvolvi-
mento. As larvas de terceiro estagio foram trocadas de recipientes plasticos, con-
tendo dieta artificial, onde foram mantidas até empuparem. A dieta foi preparada
de acordo com a composic¢do estabelecida pela empresa BUG Agentes Biologicos
(feijao 75g, gérmen de trigo 60g, proteina de soja 30g, caseina 30g, levedo de cerve-
ja 37,5g, solucdo vitaminica 9mL, dcido ascdrbico 3,6g, acido sérbico 1,8g, nipagin
3g, tetraciclina 0,11g, formol 3,6mL, agar 27g e 1,2L de agua destilada). As pupas
eram entdo coletadas e colocadas nas gaiolas de PVC. Os adultos foram alimenta-

dos diariamente com solu¢do aquosa de mel a 10%.

Estirpes de Bacillus thuringiensis: Cem estirpes de B. thuringiensis, per-
tencentes a Cole¢do de Bactérias Toxicas a Invertebrados da EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia (MONNERAT et al., 2007), originarias de amostras de
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solo e agua de diferentes regides do pais, e previamente identificadas como pato-
génicas, as espécies da ordem Lepidoptera foram utilizadas neste trabalho. Essas

estirpes haviam sido previamente sorotipadas pelo Instituto Pasteur de Paris.

Bioensaios: As estirpes foram crescidas em meio NYSM (YOUSTEN, 1984)
em agitador rotativo a 28°C, 200 rpm em agitador rotativo (New Brunswick Scien-
tific Co.) por 72h. Os bioensaios foram realizados, espalhando-se 35 uL do cultivo
de cada estirpe de B. thuringiensis, contendo tanto esporos quanto cristais, sobre a
superficie da dieta artificial (2 mL) distribuida previamente em placas de cultivo de
células com 24 pogos. Apds a absor¢do da mistura de esporos e cristais pela dieta
do inseto, lagartas de segundo instar foram adicionadas as placas, sendo colocada
uma lagarta para cada pogo, ja que as mesmas podem adotar comportamento ca-
nibal. Em seguida, os insetos foram deixados em cdmara climatizada a temperatura
de 27 £ 2°C, UR de 60 + 10% e fotofase de 14h. Uma placa foi mantida sem a cul-
tura bacteriana, como testemunha. A primeira avaliagdo (verificagdo do namero
de lagartas mortas) foi feita em 48h apds o inicio do ensaio, ocasido em que as
lagartas vivas foram transferidas individualmente para copos de plastico de 50 mL,
contendo pedagos de aproximadamente 1 cm’ de dieta sélida, livre do bacilo. No
quinto dia do ensaio, foi feita a segunda e tltima avaliagdo (Monnerat et al., 2001).
As estirpes que causaram no minimo 70% de mortalidade foram selecionadas para

a continuidade do trabalho.

Caracterizagao das estirpes de Bacillus thuringiensis toxicas: As estirpes
que causaram no minimo 70% de mortalidade foram caracterizadas quanto ao so-

rotipo, perfil de proteinas e presenca de genes cry.

Caracteriza¢ao soroldgica: As estirpes foram caracterizadas de acordo
com o protocolo descrito por de Barjact e Frachon (1991). Os soros utilizados fo-
ram gentilmente cedidos pelo Instituto Pasteur, Paris. Quatro das estirpes toxicas
haviam sido previamente sorotipadas pelo Instituto Pasteur de Paris e foram utili-

zadas como controle positivo.

Caracterizag¢ao de proteinas através de SDS-PAGE: A caracteriza¢io bio-

quimica das estirpes foi realizada por meio de eletroforese de proteinas em gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE 10%). As proteinas foram obtidas segundo protocolo
descrito por Lecadet et al. (1991), a partir de material crescido em meio NYSM
por 72h a 200 rpm em agitador rotativo (New Brunswick Scientific Co.) a 28 °C. A
estirpe HD-1 de B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) foi utilizada como padréo.

Caracterizagao molecular: As estirpes selecionadas foram caracterizadas
quanto a presenca de genes codificadores de proteinas Cry. Para isso, foram rea-
lizados testes de PCR (reagdo em cadeia da polimerase), utilizando oligonucleo-
tideos gerais desenhados para os genes cryl, cry2, cry3, cry4 e cryll (IBARRA et
al., 2003) e especificos para identificagao de cryl, cry4 e cry9 (CERON et al., 1994;
1995; BRAVO et al., 1998).

A extragdo de DNA foi realizada a partir de adaptagdo do protocolo descrito
por Sambrook et al. (1989). As reagdes de PCR foram realizadas em tubos de po-
lipropileno 0,2 mL, em um termociclador MJ Research, Inc. (PTC-100™). Foram
transferidos 10uL de DNA de cada amostra para um tubo de polipropileno, con-
tendo 8,0 LM de cada oligonucleotideo especifico, 5 mM de dNTP mix, tampdo de
Taq 10x e 2,5 U de Taqg DNA polimerase para uma reagdo de 50uL. As condi¢oes
de amplifica¢do foram descritas por Ceron et al. (1994 e 1995), Bravo et al. (1998)
e Ibarra et al. (2003). Apo6s amplificagdo, 20ul de cada produto de PCR foi carre-
gado em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz
ultravioleta. As estirpes HD-1 de B. thuringiensis, subespécie kurstaki e IPS-82 de

B. thuringiensis subespécie israelensis, foram utilizadas como padrao.

3 Resultados e discussao

Das cem estirpes de B. thuringiensis testadas, seis causaram 100% de mortali-
dade e trés causaram mortalidade de 75% nos bioensaios seletivos. Dentre as estirpes
que causaram mortalidade de 100%, quatro haviam sido previamente sorotipadas
e pertenciam aos sorotipos galleriae (S597), sotto (S615), aizawiai (S616), kurstaki
(51450), descritos na literatura como toxicos a insetos da ordem Lepidoptera (PRA-
CA et al,, 2006, MONNERAT et al., 2007). As estirpes (S907 e S1168), que também

causaram 100% de mortalidade, foram sorotipadas neste trabalho. A estirpe S 1168
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foi sorotipada como kurstaki e a S907 ndo reagiu com nenhum dos sorotipos testa-
dos, indicando pertencer a uma nova classe. As estirpes $234, S844 e S906 causaram
mortalidade de 75%. A estirpe $234 foi sorotipada como Bt sotto; S844 néo reagiu

com nenhum dos sorotipos testados e a S906 foi autoaglutinante (Tabela 1).

Tabela 1 - Estirpes, sorotipos, porcentagem de mortalidade e perfil molecular e protéico das
estirpes de B. thuringiensis selecionadas.

Estirpes  Sorotino % Perfil protéico  Perfil molecular
P P Mortalidade  (kDa) (genes cry)

S1450  kurstaki 100 130 € 65 crylAa, crylAb
crylAc, crylB, cry2

S1168 kurstaki 100 130 crylAa

5907 Nao reagente 100 140 crylB

S616  aizawai 100 130 SR GG
crylF

$234  sotto 75 130 ¢ 65 crylLAa, crylAb,
crylAc, crylB, cry2

auto-

S906 aglutinante 75 140 crylB

S615  sotto 100 130 cryLAb, crylAc,
crylB

S597 galleriae 100 130 crylC

S844 Nao reagente 75 72 €65 cry2, cryll

Praga et al. (2003), em seus estudos sobre prospeccdo de estirpes de Bt efeti-
vas contra insetos da ordem Lepidoptera, Coleoptera e Diptera, identificaram que
a estirpe S234 apresentou toxicidade a Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemma-
talis (Lepidoptera: Noctuidae), Antonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae),
Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Vale ressaltar que a
CL,, dessa estirpe, nos bioensaios de dose realizados contra S. frugiperda, foi trés
vezes menor do que o padrdo B. thuringiensis subsp. kurstaki (S1450). A atividade
toxica das estirpes S844, S906 e S907, a lagartas de A. gemmatalis, inseto-praga, que
é o principal causador de danos na cultura da soja no Brasil, foi relatada por Batista
et al. (2006). Melatti et al. (2005) demonstraram que S. frugiperda é susceptivel a
estirpe S615, sendo sua CL,  estimada em 1,04 ng/cm?, mais eficiente que o Btk que

apresentou, nos bioensaios realizados, CL,, de 1,34 ng/cm>.
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Das nove estirpes selecionadas neste trabalho e que causaram mortalidade
igual ou superior a 75% nos bioensaios seletivos, as estirpes $234, S615, S616, S844,
§906 e S907 ja haviam sido identificadas como tdxicas a insetos-praga por Praca et
al., (2003), Melatti et al., (2005), Batista et al., (2006) e Melatti (2008).

A analise do perfil protéico, por meio de eletroforese em gel de poliacrila-
mida (SDS-PAGE) das misturas de esporos e cristais das nove estirpes selecionadas
nos bioensaios, revelou bandas entre 130 kDa e de 72 kDa, que se equivalem ao
perfil esperado do padrao B. thuringiensis subsp. kurstaki e dos sorotipos B. thurin-
giensis subsp. galleriae, B. thuringiensis subsp. sotto e B. thuringiensis subsp. aizawai
(HOFTE et al., 1988; LERECLUS et al., 1993) (Tabela 1).

Por meio da técnica de PCR, utilizando iniciadores especificos desenhados
para detecgdo dos genes cryl, cry2, cry3, cryd e cryll (IBARRA et al,, 2003) e espe-
cificos para identificagdo de cryl, cry4 e cry9 (CERON et al., 1994; 1995; BRAVO
et al., 1998), foi possivel determinar quais os genes cry de B. thuringiensis estavam
presentes nas estirpes. Das nove estirpes selecionadas neste trabalho, as estirpes
S$234, S844, S906 e S907 ja haviam sido caracterizadas quanto a presenca dos genes
cry, em trabalhos anteriores (PRACA et al., 2003, MELAT TT et al., 2005, BATISTA,
et al., 2006). Nessas estirpes, foram encontrados os genes crylAa, crylAb, crylAc,
crylB, cry2 e cryll. Nas estirpes, que ndo haviam sido caracterizadas (5597, S615,
S616, S844 e S1168), foi identificada a presenga de bandas correspondentes aos
genes crylAa, crylAb, crylAc, crylB, crylC, crylF cry2 e cryll. A tabela 1 compila

todos os resultados dos genes cry presentes nas estirpes toxicas.

Esses resultados demonstram que diferentes proteinas Cry podem estar en-
volvidas na atividade toxica a larvas de A. ipsilon. Contudo, o gene cryl1B foi detec-
tado em cinco das nove estirpes selecionadas. Vale ressaltar que as estirpes S906 e
§907 s6 possuem o gene crylB e que, em seu perfil proteico, foi detectada a presenga
de uma banda de 130 KDa., correspondente, ao tamanho esperado para a proteina

CrylB, assim sendo, pode-se considerar ser essa a proteina toxica a A. ipsilon.

Os genes crylAa e crylAb foram encontrados em 4 das 9 estirpes. Todas

essas estirpes apresentaram perfis proteicos compativeis com a presenga das prote-
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inas CrylAa e CrylAb, em torno de 130 KDa. A estirpe S1168 apresentou apenas
o gene crylAa, assim, pode-se considerar que CrylAa ¢é toxica a lagarta rosca. O
gene crylAc e cry2 foram detectados em 3 estirpes, cujos perfis indicaram a presen-
¢a de suas proteinas correspondentes, respectivamente, de 130 e 65 KDa. A estirpe
S844 possui os genes cry2 e cryll e, no seu perfil proteico, foi detectada a presenca
de uma banda de 65 KDa, correspondente & proteina Cry2 e outra de 72 KDa,
correspondente a proteina Cryl1. Esta tltima proteina esta descrita como tdxica a
Dipteros (LIMA et al., 2008), ja a Cry2 esta descrita como téxica a Lepidopteros,

assim, ¢ possivel que a proteina toxica a A. ipsilon seja a Cry?2.

O gene crylC foi detectado, na estirpe S597, que apresentou uma banda
de 130 KDa, compativel com a proteina CrylC. Essa proteina esta descrita como
toxica a diversos insetos da ordem Lepidoptera, tais como a Anticarsia gemmatalis
e Spodoptera frugiperda (MONNERAT et al., 1996), mas néo esta descrita como
toxica a A. ipsilon. Esse, portanto, é o primeiro relato da susceptibilidade da lagar-
ta rosca a esta toxina. O gene cryIF foi encontrado na estirpe S616, que também

possui outros genes.

A proteina CrylAb aparece na literatura como tdxica a diferentes insetos
da ordem Lepidoptera, tais como, S. exigua, Heliothis virescens, Pieres brassicae,
Manduca sexta, S. frugiperda e A. gemmatalis (BRAVO et al., 2002; MARTENS
et al,, 1995; PRACA et al., 2003). Maagd et al. (2003) ndo identificaram atividade
toxica das proteinas CrylAb e CrylAc, em bioensaios com A. ipsilon. Porém, nos
trabalhos de Gilliand et al. (2002) reportaram significativa atividade da proteina
CrylAc, na mortalidade de lagartas de A. ipsilon. Gilliand et al. (2002) também

demonstraram atividade toxica da proteina CrylAc e também da Cry1].

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 ob-
tidos indicaram que a lagarta rosca nao foi susceptivel & maioria das toxinas ana-
lisadas. Porém, entre elas, trés apresentaram atividade significativa: Cry 9Ca foi a
mais toxica, seguida por CrylAa e CrylFb. A proteina Cry 1Aa estd presente nas
estirpes S234 e S1450 selecionadas nesta pesquisa, confirmando sua possivel toxi-

cidade a A. ipsilon.
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No trabalho de Gilliand et al. (2002), o grupo reportou significativa ativi-
dade da proteina CrylAc na mortalidade de lagartas de A. ipsilon. Gilliand et al.
(2002) testaram quatro diferentes toxinas Cry, e a proteina CrylJ também demons-

trou resultados satisfatérios, além da CrylAc.

As proteinas Cr1Ab 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 téxica dessas

proteinas contra A. ipsilon.

Entretanto, é muito dificil estabelecer a contribui¢cdo de cada toxina, pois
a toxicidade de algumas estirpes aos insetos-alvo pode ser devido a interagdes si-
nergéticas entre as toxinas encontradas, ou mesmo, pela interagao destas com os

esporos.

Novos testes devem ser conduzidos com proteinas individuais e em conjun-
to para que a susceptibilidade de A. ipsilon seja determinada e que assim, os danos
causados por essa praga possam ser minimizados. Os resultados aqui apresentados
podem contribuir para a formulagdo de bioinseticidas mais especificos para a la-
garta rosca, bem como, na identificagdo de possiveis genes cry aplicaveis na trans-

formacao de plantas com objetivo de conferir resisténcia genética a esta praga.

Selection and characterization of Bacillus thuringiensis strains toxic
to Agrotis ipsilon

Abstract

Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae), known as black cutworm is a
polyphagous caterpillar that causes serial damage in agriculture and in systems
of grain production. One option for controlling this insect is the use of products
based on Bacillus thuringiensis (Bt), a Gram positive, aerobic bacterium, charac-
terized by the production of insecticidal toxins. Embrapa Genetic Resources and

Biotechnology has a collection of 2,300 Bt strains. In this work a hundred Bt strains
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from this collection were tested against A. ipsilon and nine were very toxic. These
strains were serotyped as kurstaki, aizawai, sotto and galleriae. The molecular cha-
racterization and protein profile showed the presence of crylAa, crylAb, crylAc,
crylB, crylC, crylF, cry2 and cryll genes and proteins of the corresponding mole-
cular weights. These proteins are, therefore, probably involved in the toxic activity

of the selected strains.

Keywords: Vegetables. Cry proteins. Biological control.
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