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RESUMO

Os insetos-praga causam danos econdmicos a agricultura e competem com os
seres humanos e outros seres vivos na busca de alimentos, além de transmitirem
doengas em plantas e animais, inclusive na espécie humana. O uso em larga escala
de inseticidas quimicos para o controle desses insetos, tem levado a resisténcia
dos mesmos, além de causar desequilibrio biologico. Uma alternativa a este grave
problema tem sido o controle biologico de insetos. Dos agentes utilizados no
controle, destaca-se o Bacillus thuringiensis, uma bactéria que possui varias
toxinas, tanto no esporo, quanto no cristal protéico. As toxinas presentes fazem
com que o Bacillus thuringiensis seja altamente especifico para certos hospedeiros
e indcuo para outros insetos, plantas e vertebrados, além de ser completamente
biodegradavel. A genética tem contribuido muito, através de pesquisas, para o
progresso no conhecimento e atuagdo dessa bactéria. Este trabalho teve como
objetivos, mapear e isolar cepas de Bacillus thuringiensis na regido do Triangulo
Mineiro e efetuar testes de patogenicidade destas cepas nas larvas neonatas de
Spodoptera frugiperda, e determinar as divergéncias genéticas nas cepas de
Bacillus thuringiensis através da técnica RAPD. Foram isoladas 134 cepas
extraidas do solo, distribuidas em 18 cidades do Tridngulo Mineiro. Os testes de
patogenicidade obtiveram uma eficiéncia de 0 a 26% de mortalidade em larvas de
Spodoptera frugiperda. Para a realizagio da técnica RAPD, foram selecionadas 12
cepas de B. thuringiensis de acordo com a mortalidade (%) das larvas.
Distribuiram-se 4 cepas a cada intervalo de 10%. Utilizaram-se também, 3 cepas-
padrdo de B. thuringiensis com especificidade para Lepidoptera, Coleoptera e
Diptera para analisar a distancia genctica entre estas cepas € as cepas extraidas no
Tridngulo Mineiro. Selecionaram-se 7 “primers” de um total de 20, previamente
testados. A distancia genética avaliada por UPGMA, mostrou um alto grau de
variabilidade entre as amostras, com uma meédia de 21,3 polimorfismos por
primer. Foi evidenciado também que ao nivel de 22% de dissimilaridade genética,
houve um agrupamento de 9 das 12 cepas da regido do Tridngulo Mineiro em um
grupo especifico. Este grupo estd mais proximo geneticamente, tanto da cepa
especifica para Lepidoptera, quanto da cepa especifica para Diptera.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, patogenicidade, RAPD
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1. INTRODUCAO

Os insetos-praga causam danos econdmicos a agricultura e competem com
os seres humanos e outros seres vivos na busca de alimentos, além de
transmitirem doengas em plantas e animais, inclusive na espécie humana.
Constituem o grupo mais numeroso dentre todos os seres vivos encontrados no
planeta, com uma estimativa de, no minimo, seis milhdes de espécies existentes
(AZEVEDO, 1998).

O controle desses insetos na agricultura, foi e continua sendo feito por
inseticidas quimicos. Entretanto, o uso em larga escala destes produtos, tem
levado a resisténcia dos insetos, tornando-se necessario a busca por novos
inseticidas com cada vez mais teor de toxicidade. Esta técnica desencadeia
desequilibrio biolégico, afetando insetos benéficos, como polinizadores e
predadores naturais, além de causar sérios danos a saude humana, principalmente
para as pessoas que os aplicam, tendo como consequéncia o envenenamento do
ecossistema como um todo e a propria morte de muitos seres vivos, inclusive o
homem.

Uma alternativa a este grave problema tem sido o controle biologico de

insetos. Esse controle pode ser realizado, principalmente, por outros insetos, e por
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microrganismos, que dentro da nova estrategia de controle (Manejo Integrado de
Pragas) tem minimizado os efeitos adversos Ja comentados.

De um modo geral, o uso de microrganismos para o controle de insetos—
praga da agricultura ndo ¢ recente ¢ vem sendo empregado, principalmente apos
os anos 70, devido aos problemas advindos da utilizagdo dos inseticidas quimicos
(AZEVEDO, 1998).

Dentre estes microrganismos, destacam-se, fungos, virus, nematédides,
protozoarios e bactérias. Em se tratando de bactérias, a maioria utilizada, pertence
as  familias  Pseudomonodaceae, Enterobacteriaceae,  Lactobacillaceae,
Micrococcaceae e Bacillaceae. Pertencendo a ultima familia citada, Bacillus
thuringiensis tem se revelado o mais promissor. Em mais de 30 anos como agente
de controle biologico, o Bacillus thuringiensis ¢ responsavel por 90 a 95% dos
biopesticidas empregados no mercado (VALADARES-INGLIS et al., 1998).

Com a finalidade de aumentar as possibilidades de emprego do B.
thuringiensis no controle de insetos, o isolamento desta bactéria foi feito em
diferentes lugares, principalmente do solo ou de insetos doentes (MARTIN &
TRAVERS, 1989). O resultado foi a obteng¢do de milhares de cepas, muitas das
quais, produzem toxinas com novas especificidades inseticidas. Este inseticida
biologico ¢ altamente especifico para certos hospedeiros, e indcuo para outros
insetos, plantas e vertebrados, sendo completamente biodegradavel, nio
acumulando assim, residuos toxicos no meio ambiente (BOHOROVA, 1997).

A genética tem contribuido muito, através de pesquisas, para 0 progresso
no conhecimento do B. thuringiensis. Atualmente, as técnicas de engenharia
genética ocupam um papel de destaque na biologia e biotecnologia. A utilizagao
cada vez maior de técnicas, como RFLP, RAPD e eletroforese em campo pulsado
para estudos de taxonomia, variabilidade e marca¢do de microrganismos
entomopatogénicos, indica sua incorporagdo em pesquisas na area (AZEVEDO,
1998). A variabilidade permite a distingdo de individuos dentro das espécies e foi

ela que possibilitou o surgimento das mesmas em resposta as modificagdes do
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ambiente durante o processo evolutivo, sendo portanto, caracteristica fundamental
e de grande interesse no estudo dos seres vivos.

O B. thuringiensis produz uma gama de toxinas e o avango
biotecnolégico de recombinantes de DNA., facilitou a disponibilidade de técnicas
para clonar, manipular ¢ transferir os genes toxicos que codificam estas toxinas.
Estas técnicas abriram amplas perspectivas para o sucesso desta bactéria na
prote¢do de culturas mediante a aplicagdo do uso de suas toxinas por:
transconjugacdo de plasmidios entre cepas de B. thuringiensis ¢ entre estas e
outras bactérias do género Bacillus:; obtengdo de plantas e microrganismos
transgénicos que contém os genes que codificam as toxinas (ELY, 1993:
GELERNTER & SCHWAB, 1993). Uma dessas toxinas é uma proteina
denominada 3-endotoxina que apresenta acdo extremamente toxica e altamente
especifica para larvas de trés ordens: Lepidoptera, Coleoptera e Diptera.

O B. thuringiensis tem sido utilizado no controle de Spodoptera
Jrugiperda (Lepidoptera, Noctuidae). Este inseto possui metamorfose completa,
ou seja, passa por quatro fases distintas durante seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa
e adulto. Seu ciclo dura em média 30 a 50 dias, dependendo da temperatura, pois,
quanto maior a temperatura, menor o ciclo larval (CRUZ, 1995). O Trisngulo
Mineiro apresenta uma grande produgdo de milho, sendo Spodoptera frugiperda
uma das principais pragas desta cultura, podendo causar até 37% de perda da
producéo (CARVALHO, 1970).

Desse modo, ¢ de fundamental importdncia o estudo da genética,
utilizando-se de sua biotecnologia para o aprimoramento de biopesticidas no

mercado.



2. REVISAO DE LITERATURA

O primeiro isolamento foi realizado no inicio deste século pelo bacteritlogo
Jjaponés ISHAWATA (1901), de larvas doentes do bicho da seda, Bombyx mori, o
qual foi denominado posteriormente de B. soffo. Anos mais tarde, AOKI ¢
CHIGASAKI (1915) demonstraram que apenas as culturas esporuladas de B. sotto
eram toxicas para o bicho da seda. Uma segunda bactéria de caracteristicas
similares foi isolada por BERLINER (1911) de larvas doentes de traga da farinha,
Anagasta kuehniella procedentes de um moinho de Thuringia (Alemanha) a qual

se denominou Bacillus thuringiensis.

HANNAY (1953) sugeriu a possivel formag@o de uma substéncia téxica
relacionada com o cristal que induzia septicemia nas larvas de lepidopteros, o qual
foi confirmado experimentalmente por ANGUS (1954, 1956 a, b, ¢ ). Em 1954 foi
demonstrado que o corpo paraesporal era um cristal protéico, o qual atua como
uma potente toxina contra determinados insetos (CAPALBO & MORAES, 1987).

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria em forma de bastonete (Figura 1),
mesofila, aerobia ou anaerébia facultativa, gram positiva, que apresenta em seu

interior o exosporio, endosporo e o cristal protéico ou corpo paraesporal.
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Normalmente, esta bactéria produz um so cristal por esporangio, e os
cristais de cada sorotipo tendem a ter s0 uma forma, porém em alguns casos,
éncontram-se varios cristais no mesmo esporangio, os quais diferem tanto em
tamanho ¢ forma SHARPE & BAKER (1979); ARONSON et al. (1986), como
nas propriedades bioquimicas e toxicas. Algumas cepas da subespécie Kurstaki
t€m dois tipos de cristais: bipiramidal e ovoidal, que diferem tanto em sua acdo
toxica como nas propriedades antigénicas (KRYWIENCZYK et al., 1978;
SHARPE & BAKER, 1979). A forma bipiramidal se encontra na maioria das

subespécies de B. thuringiensis e s3o ativas contra lepidopteros e dipteros
(YAMAMOTO & McLAUGHLIN, 1981: TOJO et al., 1986).

Tpm

Figura 1:Microscopia eletronica de Bacillus thuringiensis, mostrando 2 esquerda, o

esporo e a direita, o cristal protéico. (fonte: V. Sanchis & P. Gounon,
Instituto Pasteur, Paris, Franca)

RAUN et al. (1966) analisaram o papel de fatores ecologicos como
radiacdo e temperatura, e estocagem a que sdo submetidos esporos de
B.thuringiensis na sua patogenicidade a Spodoptera Jrugiperda e concluiram que a

radiacdo ultravioleta sobre esporos de B. thuringiensis, durante 72 horas, elimina




sua patogenicidade para a espécie de noctuideo; a temperatura média de 32°C
acelera a mortalidade das larvas infectadas e suspensdo de esporos estocada
durante aproximadamente dez meses a 4°C s3ao mais patogénicos do que
suspensdes frescas. O B. thuringiensis possui um verdadeiro arsenal de toxinas,
tais como: alfa, beta, gama e delta. A &-endotoxina do B. thuringiensis é
especifica para larvas de lepidopteros apesar de larvas de outros tipos de insetos
(besouros, moscas € mosquitos) serem susceptiveis. Ja os dipteros (Musca

domestica e Aedes aegypti) sd@o os mais susceptiveis a a¢do da beta-endotoxina
(CAPALBO, 1986).

2.1. 3-ENDOTOXINAS:
HEIMPEL (1967), foi quem sugeriu o nome de d-endotoxina para o cristal

protéico do Bacillus thuringiensis. A dissolugdo deste cristal em meio alcalino
(acima de pH 8), em tampdes alcalinos redutores, ou em solugdo de enzimas
proteoliticas, resulta em moléculas de tamanhos variaveis, das quais algumas sdo
toxicas para insetos. A o-endotoxina ¢ uma dessas moléculas, portanto, a
dissolucdo desse cristal € necessaria para sua liberagdo e atuagdo (HABIB &
ANDRADE, 1998).

O modo de acdo das 3-endotoxinas € citolitico e o alvo inicial € o epitélio
intestinal médio. As toxinas nas células epiteliais levam a um desequilibrio
osmotico que acaba resultando na parada alimentar e posteriormente, na paralisia
intestinal.

A partir da ingestdo do corpo paraesporal pelo inseto susceptivel, podem-se
diferenciar algumas fases que levam a sua morte. A primeira fase ¢ a dissolugdo
do cristal pelos sucos gastricos do mesentério de pH alcalino, produzindo-se
fragmentos protéicos ndo toxicos denominados protoxinas. A eficacia deste
processo de fragmentagdo depende tanto das condigdes do mesentério como da

composi¢do dos cristais. Na segunda fase, as protoxinas s@o ativadas por
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protedlises dando lugar a fragmentos denominados toxinas. A composigdo da
protease do mesentério junto com a estrutura das proteinas do cristal determinam
a eficacia desta fase (HOFTE & WHITLEY, 1989). Na terceira fase, os
fragmentos téxicos se unem a receptores especificos existentes nas membranas
das células epiteliais do mesentério (DULMAGE et al., 1980). Sao evidenciados
sinfomas externos e internos em Lepidoptera quando infectadas por Bacillus
thuringiensis. A perda de apetite e 0 abandono do alimento sdo os primeiros sinais
da doenga. Em seguida ocorrem regurgitagdes e diarréia, indicando efeito mais
acentuado da J-endotoxina no epitélio intestinal. O tegumento das larvas
infectadas perde seu brilho, adquirindo coloracdo fosca, em fungdio da invasio do
patogeno na hemolinfa, Posteriormente, as larvas perdem a sua agilidade e o
tegumento adquire tonalidades de cor marrom escura. Apés a morte, a larva
adquire coloragdo preta e comega rapidamente a deterioragdo dos tecidos, sem
rompimento do tegumento (HABIB & ANDRADE, 1998).

Devido ao fato do grande numero de isolados de B. thuringiensis obtidos
em varios paises e consequentemente aos problemas de classificagio das
diferentes variedades deste bacilo, foram introduzidos sorotipos baseados no
antigeno flagelar ou antigeno H DE BARJAC & BONNEFOI (1962), além de
parametros bioquimicos mais precisos, facilitando, com isso, a diferenciacdo entre
os varios isolados (HABIB & ANDRADE, 1986). Também foi proposto por
KRIEG et al. (1983), uma classificagdo em Patotipo, dependendo da ordem de
insetos para os quais sdo ativos. Sdo reconhecidos cinco patétipos de B.
thuringiensis: Patétipo A. incluem cepas cujos cristais sdo toxicos para
lepidopteros; Patotipo B, incluem as cepas cujos cristais sdo toxicos para dipteros,
GOLDBERG & MARGALIT (1977); Patétipo C, incluem as cepas cujos cristais
sdo toxicos para coleopteros, KRIEG et al. (1983); Patotipo D, incluem as cepas
com cristais tOXicos a0 mesmo tempo para lepidopteros como coledpteros
(BLENK et al.,1989). Chegou-se a esta classificagdo devido a investigacdes a

niveis de Engenharia Genética e estudos das toxinas. Ja em 1989, quando 14 tipos
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diferentes de GS-endotoxina haviam sido caracterizadas, Hofte e Whiteley
propuseram uma nomenclatura baseada nas sequéncias de aminoacidos deduzidas
€ no espectro de atividade. Foram descritas cinco classes principais: Cryl (ativa
para Lepidoptera), Cryll (Lepidoptera e Diptera), Crylll (Coleoptera), CrylV
(Diptera) e Cyt (citolisina associada a CrylV), que, por ndo apresentar homologia
com as demais classes ou atividade especifica, foi distinguida como uma classe 4
parte. Uma nova toxina com atividade dupla para larvas de Coleoptera e
Lepidoptera foi designada CryV (TAILOR et al, 1992).

2.2. MARCADORES MOLECULARES

Pode-se definir marcador genético como um segmento Cromossémico que
pode ser acompanhado através das geragdes, e que esta ligado ou associado 3
alguma caracteristica importante, sendo utilizado para identificar alelos daquele
loci (BORGES, 1997).

O desenvolvimento de marcadores gencticos de DNA surgiu a partir do
grande avango proporcionado pelo estudo das isoenzimas (endonucleases), no

inicio dos anos 70, que eram capazes de cortar a molécula de DNA em um grande
numero de sitios especificos para cada individuo (SOLLER, 1990).

2.2.1. PCR

A PCR ¢ um método “in vitro” de produgdo de grandes quantidades de
fragmentos de DNA a partir de pequenas quantidades por uma polimerase termo-
estavel (Tag DNA polimerase), que ¢ isolada de uma eubactéria termofilica
Thermus aquaticus. Na amplificacdo enzimatica pela polimerase, um fragmento é
flanqueado por dois oligonucleotideos que hibridizam com as cadeias opostas de

sequéncia alvo (WHITE et al., 1989). Uma série repetitiva de ciclos envolvendo



desnaturagdo do DNA molde, anelamento de “primers” e extenséo deles pela Taq
DNA polimerase, resulta em um acimulo exponencial de um fragmento
especifico de DNA. As extremidades dos fragmentos sdo definidos pelo término 5
dos “primers”. Como o produto da extensio dos “primers” acumula a cada ciclo e
pode servir como um molde para o proximo ciclo, 0 nimero de copias alvo dobra
aproximadamente cada ciclo (BOEHRINGER MANNHEIM BIOCHEMICA,
1995).

A quantidade de ciclos da reagdo, o tempo de extensdo, a temperatura ¢ a
quantidade de Taq DNA polimerase influenciam na eficiéncia e especificidade da
enzima. Reagdes com 35 ciclos tém uma eficiéncia melhor do que com 20 ciclos e
quanto maior o tempo de extensdo e quantidade de Taq DNA polimerase, pior a
especificidade da reagdo. Quanto a temperatura de anelamento, aumentando-se a
temperatura, diminui o aparecimento de produtos inespecificos (SAIKI ef al. apud
CUNHA, 1999).

A presenca de agentes inibidores ¢ a concentragio de MgCl, podem
interferir na produtividade da reagdo de amplificagdo. Alguns agentes inibidores
sdo descritos por ROUX (1995), como detergentes idnicos (SDS e Sarcosil,
usados na extragdo de DNA), fenol, heparina, xileno cianol e azul de bromofenol.

Com o desenvolvimento da tecnologia da reagdo em cadeia da polimerase,
inimeras outras técnicas (RAPD, AFLP, RNA display, VNTR e outras) foram

desenvolvidas para a detecgdo de polimorfismos de DNA.

2.2.2. RAPD

A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ou DNA
polimorfico amplificado ao acaso, ¢ derivada de outra técnica designada PCR
(Polymerase Chain Reaction) ou reagdo de polimerase em cadeia (AZEVEDO,

1998). Esta técnica foi desenvolvida independentemente nos Estados Unidos em
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1990 por WILLIAMS et al. ¢ WELSH & MACCLELLAND, com a idéia de se
utilizar “primers” mais curtos ¢ de sequéncia arbitraria para dirigir a reacdo de
amplificagdo, eliminando assim a necessidade do conhecimento prévio de
sequéncia. A técnica RAPD foi um grande avango tecnolégico em termos de
marcadores moleculares, pois requer baixo Custo, ndo necessita de um
desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas especificas, ndo utiliza
1s6topos  radioativos ou marcacdo radioativa, quantidade minima de DNA
utilizada. Reune portanto, a simplicidade técnica da visualizagdo direta dos
marcadores isoenzimaticos, com o poder de resolugdo dos marcadores de DNA e a
rapidez da manipulagfio de sua técnica (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

As aplicagdes de RAPD sio amplas, incluindo a obtencéio de "fingerprints"
genémicos de individuos, variedades e populagdes; a analise da estrutura e
diversidade genética em popula¢des naturais, populagdes de melhoramento e
bancos de germoplasma: o estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre
diferentes espécies; a construgdo de mapas genéticos de alta cobertura gendmica e
a localizagdo de genes de interesse  econdmico (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

O comportamento dos marcadores RAPD ¢ de carater dominante. Os
polimorfismos sdo detectados como presenca (homozigoto dominante e
heterozigoto) ou auséncia de bandas (homozigoto recessivo). A auséncia de
bandas representa o conjunto de todos os alelos de um determinado /ocus que ndo-
pode ser amplificado devido a insergdes, delecdes ou mutagdes de ponto no sitio
de anelamento dos “primers”. Desse modo, a técnica RAPD detecta apenas um
alelo em cada “locus”. O “primer” encontra vaérias sequéncias de DNA
complementares, quando tais sequéncias estdo a menos de 4000 pares de bases e
em orientagdo oposta, a regido do DNA inclusa pode ser amplificada pela
polimerase (OLIVEIRA, 1998). O segmento pode ser visualizado na forma de
uma banda num gel de eletroforese. A eletroforese ¢ geralmente conduzida em gel

de agarose e a visualizacdo ¢ feita com brometo de etidio em luz ultravioleta.
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A amplificagdio de DNA em PCR de um modo geral, ¢ diretamente afetada
pela temperatura, concentragdo de MgCl,, sequéncia dos “primers” ¢ DNA molde.
S&o observados também, variagdes nos padrdes RAPD entre termocicladores e
polimerases diferentes. MEUNIER & GRIMONT (1993) testaram dois
termocicladores ¢ duas marcas diferentes de Tag polimerase com diferentes
amostras de DNA, por seis vezes. Eles observaram que a reprodutibilidade foi
excelente quando usados o0 mesmo termociclador e Taq polimerase.

Uma vez que todos esses fatores forem controlados, diagnésticos com
marcadores RAPD, identificados em diferentes laboratorios, poderdo ser
permutaveis e condizentes (SCHIERWATER & ENDER, 1993).
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3.0BJETIVOS

® Mapear ¢ isolar cepas de Bacillus thuringiensis na regido do Tridngulo

Mineiro;

» Efetuar testes de patogenicidade das cepas de B. thuringiensis nas larvas

de primeiro instar de Spodoptera frugiperda:

* Determinar as divergéncias genéticas nas cepas de B. thuringiensis
através da técnica RAPD.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 314 cepas de B. thuringiensis extraidas do solo da regido do
Triéngulo Mineiro e regides adjacentes. As amostras foram obtidas do laboratorio
de Analise de Solo do Departamento de Agronomia da Universidade Federal de
Uberlandia e os experimentos, realizados nos laboratérios de Genética Molecular
¢ Controle Biologico da Universidade Federal de Uberléndia e nos laboratérios de
Biologia Molecular ¢ Controle Biologico do Centro Nacional de Pesquisa de
Milho ¢ Sorgo - CNPMS.

Esta investiga¢do consistiu nas seguintes etapas: a obtengo, manutengio e
caracterizagdo de isolados de B. thuringiensis, extragio e purificacdo do DNA da
bactéria, quantificagio do DNA através do espectrofotdmetro ¢ qualificacio do
DNA por eletroforese, utilizacdo da técnica RAPD para identificacdo da
divergéncia genética das cepas, criagdo de insetos em laboratério e teste de

patogenicidade "in vitro”,
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4.1. Bacillus thuringiensis
* ISOLAMENTO DAS CEPAS

Pesou-se 1g de solo e diluiu-se em 5 ml de solugdo salina (0,82 NaCl/l),
deixando agitar em “overnight”. Em seguida, foi agitado em “vortex” e apds a
decantagdo, transferiu-se 1 ml da suspensdo para um microtubo. Os microtubos
foram incubados a 65°C por 30 minutos e, imediatamente colocados por 5 minutos
no gelo. Foram plaqueados 200ul da suspensdo em meio s6lido com penicilina e
incubados por 36 horas a 30°C.

As colonias crescidas foram observadas em microscopio de contraste de
fase, usando-se lente de 100 vezes de aumento, € as que apresentaram o cristal
protéico, caracterizando-o como B. thuringiensis, foram multiplicadas e
encaminhadas para os testes de patogenicidade, em Spodoptera Jfrugiperda,
(Lepidoptera, Noctuidae) (CAPALBO & MORAES, 1987; SHARPE & BAKER,
1979; ARONSON et al., (1986).

*. MEIO DE CULTURA - LB (Luria Bertarie Medium )

Para cada 1L de meio, foram utilizadas 10g de Bacto-tryptone, 05g de
Bacto-yeast extract ¢ 10g de NaCl. Esterilizou-se em autoclave por 20 minutos e
esperou esfriar até a temperatura suportavel ao toque da mio (em torno de 50°C),
acrescentando-se 30 mg de Penicilina G. Para meio solido, utilizou-se 12g/1 de
bactoagar, sendo adicionado antes de levar o meio para autoclavar. O meio de
cultura foi preparado segundo SAMBROOK et al., (1989) com algumas

modificagdes.
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4.2. Spodoptera frugiperda
*. CRIACAO

Para a utilizagdo das larvas neonatas no preparo dos bioensaios (teste de
patogenicidade), foi mantida uma populago do inseto em todas as fases, ou seja,
ovo, larva, pupa e adulto. Utilizou-se para a criagdo, temperatura de 28°C e
fotoperiodo de 14 horas, segundo procedimento seguido pela EMBRAPA-
CNPMS.

O inicio da criagdo foi realizado obtendo-se 0vos € pupas do laboratério

de criagdo de insetos do Centro Nacional de Milho e Sorgo - EMBRAPA-
CNPMS.

* OVOS:

A postura dos ovos foi agrupada em massa (Figura 2). Pedagos de papel
de germinagdo contendo essas massas, foram recortados e transferidos para copos
de pléstico fechados até a eclosdo das lagartas.

Figura 2: Ovos de Spodoptera [frugiperda
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*. LAGARTAS:

Uma parcela das larvas neonatas foj utilizada para a realizagdo dos
bioensaios e outra parcela, para a manutencdo desta espécie no laboratorio. As
larvas para a manutencio, foram mantidas em um mesmo copo contendo um
cubo de lem x 1em x lcm de dieta at¢, aproximadamente, o quarto dia de vida
(Figura 3). Em seguida, as larvas foram individualizadas em novos Copos
descartaveis contendo dieta. Para a realizagfio dos bioensaios, foram utilizadas

bandejas de isopor perfuradas com capacidade de até 24 copos, de acordo com
metodologia seguida na EMBRAPA-CNPMS.

Figura 3: Neonatas de Spodoptera frugiperda antes de serem individualizadas

*. PUPAS:

As pupas, (Figura 4) 24 horas apos a transformagdo, foram transferidas
para os cilindros de criagfio dos adultos.
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Figura 4: Pupas de Spodoptera frugiperda

*. ADULTOS:

As pupas, vinte e quatro horas apos a transformagdo, foram colocadas em
um cilindro de 24 cm de altura e 10 ¢m de didmetro, sendo o seu interior
envolvido com papel de filtro e sua base e apice fechados também com papel de
filtro, destinados a receber os ovos. Para a alimentagdo dos adultos, foram
colocados copinhos plasticos de 50 ml, contendo solugdo aquosa de mel a 10%,
a qual foi fornecida por capilaridade através de um pavio de algoddo embebido
no liquido. O alimento foi substituido a cada dois dias, periodo suficiente para

que ndo ocorresse fermentagdo. O adulto de Spodoptera Jrugiperda esta
representado na Figura 5.

Figura 5: Adulto de Spodoptera frugiperda
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*. TESTE DE PATOGENICIDADE

As colénias de bactérias que possuiam cristal protéico foram isoladas e
¢m seguida, prepararam-se Suspensdes de bactéria com agua destilada, Pedagos
de dieta artificial de Icm X lem foram mergulhados nas suspensdes preparadas,
¢ as lagartas, juntamente com a dieta inoculada, foram colocadas
individualmente em copos descartaveis de 50 ml, com tampas de acrilico, sendo
inoculadas sob temperatura de 29°C, de acordo com 0s procedimentos descritos

pelo CNPMS. As avaliagdes de mortalidade das lagartas de cada bioensaio,
foram feitas no periodo de sete dias.

*. DIETA ARTIFICIAL UTILIZADA: COMPOSICAQ E
PREPARO

Foi utilizado uma dieta a base de feijdo que vem sendo usada na

EMBRAPA — CNPMS com SUCesso, cuja composi¢do esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Nutrientes utilizados em dieta artificial de Spodoptera frugiperda,

COMPONENTES QUANTIDADE
FELJAO 166,5 g
LEVEDURA DE CERVEJA 50,7 g
GERME DE TRIGO 792 ¢g

ACIDO ASCORBICO 51g

ACIDO SORBICO 1,65 g
NIPAGIN 315¢g
AGAR 255¢g
AGUA DESTILADA 1195 ml

FORMOL 10% 12,5 ml
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Esta quantidade ¢ suficiente para 300 recipientes de criagio (copinhos plasticos
de 50 ml).

Para o preparo da dieta, homogeneizaram-se 0S ingredientes no
ligiiidificador, exceto o acido ascorbico, acido sorbico, formol e 500 ml da agua,
que devem ser deixados em repouso. Os ingredientes homogeneizados no
liquidificador, foram levados ao fogo até sua fervura. Os dois conteudos foram
misturados e homogeneizados através de um agitador elétrico, sendo a dieta
transferida, ainda quente, para bandejas que foram conservadas em geladeira

para usos posteriores.

4.3. ANALISE MOLECULAR DA VARIABILIDADE GENETICA DE

Bacillus thuringiensis

4.3.1.. EXTRACAO DE DNA DAS CEPAS:

A extracdo do DNA gendmico das bactérias obedeceu o procedimento
descrito por SAMBROOK e al. (1989) com alteragoes. O método, basicamente,
utilizou o detergente SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) para a lise celular. Os
residuos celulares, proteinas e polissacarideos foram precipitados juntamente
com o SDS, que ¢ insolivel na presenca do Acetato de Potassio (5 M), ficando
em solugdo ou suspensdo somente os acidos nucléicos e algumas poucas
proteinas contaminantes. O DNA foi purificado, adicionando-se etanol ¢
cloroférmio e posteriormente apenas com adigdes de cloroformio. O DNA foi
precipitado pela adigdo de isopropanol gelado, sendo o “pellet” ressuspendido
com agua deionizada.

O DNA foi quantificado por absorbéncia a 260 nm em espectrofotdmetro
HITACHI U-2000. Uma aliquota de 10pl de cada amostra foi diluida em 990 pl
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de agua ultrapura para a leitura. Foi utilizada a seguinte formula para o calculo

da concentragio:

[DNA] = Abs (260) X 50 X Fator de Dilui¢do

Em seguida, foi realizada dilui¢do para uma concentragio final de 10 ng/pl, para
ser utilizado nas analises por RAPD. O DNA foi qualificado antes de sua

diluigdio, utilizando-se 10ul de DNA através da eletroforese em agarose 0,8%.

4.3.2. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

O gel de agarose foi feito segundo RICKWOOD & HAMES (1990), onde
foi dissolvido 8 g de agarose em 100 ml de Tampdo TBE 1X. Aqueceu-se a
solucdo em uma temperatura de 45°C, em seguida, esta solugdo foi colocada em
uma cuba horizontal e esperou-se sua polimerizagdo para aplicar as amostras.

A eletroforese foi submetida a uma voltagem de 100 Volts por duas horas.

Para a visualizagdo das bandas de DNA, os géis foram corados com
brometo de etidio ( 10 mg/ml), e apOs a separagdo eletroforética, os géis foram

visualizados em luz ultravioleta (UV).
4.3.3. UTILIZACAO DA TECNICA RAPD

A técnica de Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD) foi
utilizada para analisar a divergéncia genética através da amplificagdo de genes
especificos do B. thuringiensis.

Para a utiliza¢do desta técnica, foi realizada uma sele¢do das cepas de B.
thuringiensis de acordo com o percentual de mortalidade obtido, enquadrando-se
quatro cepas a cada intervalo de 10%.

Foram utilizadas trés cepas de Bacillus thuringiensis de especificidade

conhecida, como padrdo para comparacdo com as cepas do Tridngulo Mineiro,
(Tabela 2).
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Tabela 2: Origem e especificidade das trés cepas utilizadas como padrio

CEPA ORIGEM ESPECIFICIDADE
Purdue-1 Purdue University Coleoptera
HD27-2 EMBRAPA-CNPMS Lepidoptera
Fio 584-3 Instituto Oswaldo Cruz Diptera

Foram testados 20 “primers”, obtendo-se destes, 7 “primers”
informativos.
Todos os 7 “primers” selecionados sdo curtos de 10 pb (sequéncia arbitraria),
obtidos de Kits da OPERON Technology (Tabela 3). Cada reagdo de
amplificacdo continha Tampéo Tris-HCI 10 mM, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM,
10 ng de DNA gendmico, 1,5U de Taq DNA polimerase, 12 pmoles de “primer”,
200 uM de cada ANTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 3ul de BSA (10mg/ml),
completando-se o volume final para 25 pl com agua destilada — deionizada.
Cada reagdo foi coberta com duas gotas de oleo mineral (utilizou-se a P-100),
para evitar a evaporagdo. Cada bateria de reagdes continha um controle
negativo, com todos os componentes da reacdo, exceto o DNA, para verificar
possiveis contaminacdes.

Foi adicionado as reagdes, Purified BSA (Bovine Serum

Albumine), albumina de soro bovino. O BSA no ensaio RAPD, aparentemente,
estabiliza a Taq polimerase protegendo-a de impurezas agregadas ao DNA
genOmico, bem como, de ions presentes na superficie de alguns tipos de
plasticos utilizados na fabricagdo de microtubos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

As reagdes foram amplificadas em termociclador MJ Research, Inc.,
modelo PTC-100™ ; consistiram em uma etapa inicial de 95°C por 1 minuto
seguida de 35 ciclos. Cada ciclo com 94°C por 10 segundos, 36°C por 1 minuto

e 12°C por 2 minutos € 1 ciclo de 72°c por 7 minutos.
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Tabela 3: “Primers” utilizados com suas respectivas sequéncias de nucleotideos.
Primer Sequéncia (5 73 )

OPX-02 TTCCGCCACC

OPX-06 ACGCCAGAGG
OPX-13 ACGGGAGCAA
OPX-14 ACAGGTGCTG
OPX-15 CAGACAAGCC
OPT-07 GGCAGGCTGT
OPY-05 GGCTGCGACA

4.3.4. SEPARACAO E VISUALIZACAO DOS PRODUTOS
AMPLIFICADOS

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em géis de
agarose 1,2%, preparados de acordo com SAMBROOK et al. (1989) e
submetidos a eletroforese a 120 volts por aproximadamente duas horas em
tampao TBE 0,5 X (Tris-Borato 0,045M ¢ EDTA 0,001M). O corante brometo
de ctidio foi diluido no gel a uma concentragdo de 0,5 pg/ml de gel.

A cada 13 pl da amostra foi adicionado um tamp@o de carregamento (azul
de bromofenol 3,61M, xileno cianol 4,64M, sacarose 1,17M ¢ EDTA 0,IM pH
8) na propor¢do de 5:1, respectivamente. Os géis foram visualizados em
transiluminador UV e fotografados em VDS (Video Documentation System), da

Pharmacia Biotech usando filtro laranja.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa STATISTICA STATSOFT para a realizagdo das
analises estatisticas.

Montou-se uma matriz binaria de acordo com a presenga (1) ¢ auséncia
(0) de bandas reproduziveis e mais intensas. A matriz gerada foi usada para o
calculo das distancias genéticas e analise de “cluster”. As distdncias genéticas
foram calculadas pelo método de Porcentagem de Desacordo, com base em
PUTERKA et al. (1993), através da formula (PD) = Nup/Ny, onde Nag € 0
numero total de bandas polimorficas entre os dois genotipos comparados € Ny, 0
namero de bandas. A analise de cluster foi feita pelo método ndo-ponderado de
agrupamento aos pares (UPGMA - Unweighted pair-group method using
arithmetic averages), utilizando médias aritméticas que agrupa, inicialmente,
individuos mais similares e assim, sucessivamente, até os individuos ou grupos

mais distantes.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. SELECAO E IDENTIFICACAO DAS CEPAS DE B.

thuringiensis

Das 314 cepas extraidas de solos da regido do Tridngulo Mineiro, 134
obtiveram crescimento bacteriano que caracterizaram-as como Bacillus
thuringiensis através de seu aspecto morfologico, principalmente devido a
presenca do cristal protéico e do esporo (Tabela 4). As amostras que nao
apresentaram caracteristicas tipicas de B. thuringiensis, que estavam
contaminadas ou que ndo obtiveram crescimento em placas de petri contendo
meio de cultura com penicilina G, foram descartadas. A figura 6 apresenta
colonia de B. thuringiensis em microscopio de contraste de fase, utilizando-se
lente de 40 vezes de aumento.

As cepas selecionadas foram encontradas nas localidades indicadas no

mapa do Tridngulo Mineiro (Figura 7).



Tabela 4: Relagdo entre a identificagdo da cepa e cidade de origem

N. Cidade N. Cidade N. Cidade
1 Monte Carmelo | 46 Araguari 91 Capindpolis
2 Monte Carmelo | 47 Araguari 92 Capinopolis
3 Monte Carmelo | 48 Campina Verde | 93 Capindpolis
4 Uberiéndia 49 Araguari 94 Uberlandia
5 Uberiandia 50 Araguari 95 Uberlandia
6 Uberlandia 51 Araguari 96 Uberlandia
7' Uberlandia 52 Araguari 97 Monte Alegre
8 Uberlandia 53 Tupaciguara 98 Santa Juliana
9 Uberlandia 54 Monte Alegre | 99 Santa Juliana
10 Uberlandia 55 Uberlandia 100 Indianapolis
11 Uberlandia 56 Uberlandia 101 Nova Ponte
12 Uberlandia 57 Grupiara 102 Uberlandia
13 Uberlandia 58 Uberlandia 103 Uberlandia
14 Uberlandia 59 Uberlandia 104 Uberiandia
15  Monte Alegre 60 Tupaciguara | 105 Uberlandia
16 Monte Alegre 61 Uberaba 106 Uberlandia
17 Monte Alegre 62 Monte Alegre |107 Uberlandia
18 Uberlandia 63 Monte Alegre | 108 Tupaciguara
19 Uberlandia 64 Monte Alegre | 109 Tupaciguara
20 Tupaciguara 65 Monte Alegre 110 Tupaciguara
21 Tupaciguara 66 Monte Alegre | 111 Canapolis
22 Tupaciguara 67 Monte Alegre 112 Canapolis
23 Uberlandia 68 Monte Alegre | 113 Canapolis
24 Uberlandia 69 Monte Alegre {114 Canapolis
25 Uberlandia 70 Uberlandia 115 Sa&o Francisco Sales
26 Uberlandia 71 Uberiandia 116 Uberlandia
27 Monte Alegre 72 Uberlandia 117 Uberiandia
28 Uberlandia 73 Uberiandia 118 Uberiandia
29 Tupaciguara 74 Uberlandia 119 Uberlandia
30 Tupaciguara 75 Uberlandia 120 Uberlandia
31 Uberlandia 76 Uberlandia 121 Uberlandia
32 Limoeiro D'Oeste] 77 Uberlandia 122 Uberlandia
33 Prata 78 Uberlandia 123 Uberlandia
34 Uberlandia 79 Uberiandia 124 Uberlandia
35 Tupaciguara 80 Uberlandia 125 Monte Alegre
36 Uberlandia 81 Uberlandia 126 Monte Alegre
37  Monte Alegre 82 Uberlandia 127 Prata
38 Monte Alegre 83 Uberiandia 128 Uberlandia
39 Monte Alegre 84 Uberlandia 129 Uberlandia
40  Monte Alegre 85 Uberiandia 130 Uberlandia
41 Gurinhata 86 Uberlandia 131 Uberlandia
42 Araguari 87 Uberlandia 132 Cascalho Rico
43 Araguari 88 Uberlandia 133 Uberlandia
44 Araguari 89 Uberlandia 134 Uberlandia
45 Araguari 90 Uberlandia

25
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Figura 6: Colonia de B. thuringiensis, indicando
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LOCALIDADES:

. Limoeiro D Oeste 10. Araguari

. Gurinhata 11. Uberlandia

. Campina Verde 12. Cascalho Rico
Séo Francisco Sales 13. Grupiara

. Capinépolis 14. Indianapolis

. Canapolis 15. Nova Ponte

. Tupaciguara 16. Uberaba

. Monte Alegre 17. Monte Carmelo
. Prata 18. Santa Juliana

OO WU R W

Figura 7: Mapa do Tridngulo Mineiro indicando as cidades onde foram extraidas as cepas de

B. thuringiensis

6.2. TESTE DE PATOGENICIDADE
Nos testes de patogenicidade empregados em 134 amostras de B.
thuringiensis, as larvas neonatas de Spodoptera frugiperda apresentaram
mortalidade variando de 0 a 26%, (Tabela 5).
Foi observado nos experimentos que a maioria das cepas que obteve
mortalidade de 0%, apresentava um retardo acentuado em seu desenvolvimento,

comparando-se com outra larva ndo infectada de mesmo periodo de vida. Esse



28

fato indica que esse retardo pode estar relacionado com a parada alimentar, € nos
bioensaios, tanto a mortalidade como a parada alimentar, podem ser usadas
como critérios de avaliacio segundo (HABIB & ANDRADE, 1986). As
caracteristicas das larvas que sofreram mortalidade estdo de acordo com HABIB
& ANDRADE (1998), ou seja, coloragdio fosca do tegumento em fungdo da
invasdo do patégeno na hemolinfa, e apés a morte a larva adquiu coloragao
preta.

A causa da diferenca na susceptibilidade esta no espectro de atividade
da S-endotoxina. O grau de toxicidade da 8-endotoxina varia em diferentes
cepas. Esta variagdo pode ocorrer dentro de uma mesma espécie de inseto,
diferenciando-se no grau de patogenicidade, ou mesmo, cepas que sdo eficientes
para uma determinada espécie podem ndo ser ativas sobre outras (DULMAGE,
1980).

As cepas que obtiveram maior porcentagem de mortalidade para larvas
neonatas de Spodoptera frugiperda, estavam situadas em Uberldndia e nas
cidades proximas, mais especificamente em Monte Alegre, Tupaciguara e

Capindépolis.



Tabela 5: Relaggio do namero, mortalidade (%) e origem de cada cepa.

N. Mort. (%) Cidade N. Mort.(%) Cidade

1 9 Monte Carmelo 48 0 Campina Verde
2 59 Monte Carmelo 49 0 Araguari

3 43 Monte Carmelo 50 0 Araguari

4 . Y Uberiandia 51 0 Araguari

5 0 Uberlandia 52 472 Araguari

6 83 Uberiandia 53 0 Tupaciguara
i 83 Uberlandia 54 42 Monte Alegre
8 8,5 Uberlandia 55 0 Uberlandia
9 10,5 Uberlandia 56 0 Uberlandia
10 0 Uberiandia 57 0 Grupiara
11 45 Uberlandia 58 0 Uberlandia
12 16,7 Uberiandia 59 53 Uberlandia
13 0 Uberlandia 60 42 Tupaciguara
14 16,7 Uberlandia 61 8,7 Uberaba
15 45 Monte Alegre 62 12,5 Monte Alegre
16 0 Monte Alegre 63 48 Monte Alegre
17 13 Monte Alegre 64 0 Monte Alegre
18 0 Uberlandia 65 0 Maonte Alegre
19 0 Uberlandia 66 42 Monte Alegre
20 8,7 Tupaciguara 67 43 Monte Alegre
21 0 Tupaciguara 71 55 Uberlandia
22 0 Tupaciguara 72 0 Uberlandia
23 0 Uberlandia 73 42 Uberlandia
24 43 Uberlandia 74 0 Uberlandia
25 9 Uberlandia 75 26 Uberlandia
26 8,7 Uberlandia 76 0 Uberlandia
27 8,7 Monte Alegre 77 15,8 Uberiandia
28 42 Uberlandia 78 0 Uberlandia
29 87 Tupaciguara 79 10 Uberlandia
30 9 Tupaciguara 80 0 Uberlandia
31 59 Uberlandia 81 0 Uberlandia
32 0 Limoeiro D'Oeste 82 12,5 Uberiandia
33 0 Prata 83 42 Uberlandia
34 43 Uberlandia 84 153 Uberlandia
35 16,7 Tupaciguara 85 0 Uberlandia
36 13,6 Uberlandia 86 0 Uberlandia
37 12.5 Monte Alegre 87 16,7 Uberlandia
38 9 Monte Alegre 88 43 Uberlandia
39 0 Monte Alegre 89 8,3 Uberlandia
40 0 Monte Alegre g0 0 Uberlandia
41 0 Gurinhata 91 8,3 Capinopolis
42 43 Araguari 92 20,9 Capindpolis
43 42 Araguari 93 8,3 Capinopolis
44 8,3 Araguari 94 43 Uberlandia
45 0 Araguari 85 42 Uberlandia
46 42 Araguari 96 0 Uberlandia
47 13 Araguari 97 25 Monte Alegre

29
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N. ‘Mort. (%) ~ Cidade N.  Mort (%) Cidade
98 4,2 Santa Juliana 117 42 Uberlandia
99 0 Santa Juliana 118 0 Uberlandia
100 4.2 Indianapolis 119 12,5 Uberlandia
101 4.5 Nova Ponte 120 12,5 Uberlandia
102 8,3 Uberlandia 121 42 Uberlandia
103 87 Uberiandia 122 0 Uberlandia
104 42 Uberiandia 123 84 Uberlandia
105 136 Uberlandia 124 0 Uberlandia
106 0 Uberlandia 125 0 Monte Alegre
107 0 Uberiandia 126 12,5 Monte Alegre
108 8,7 Tupaciguara 127 0 Prata
109 13 Tupaciguara 128 84 Uberlandia
110 472 Tupaciguara 129 42 Uberlandia
111 0 Canapolis 130 0 Uberlandia
112 83 Canapolis 131 4.3 Uberlandia
113 0 Canapolis 132 0 Cascalho Rico
114 0 Canapolis 133 0 Uberlandia
145 0 Sé&o Francisco Sales 134 0 Uberiandia
116 0 Uberiandia

6.3. DETERMINACAO DE POLIMORFISMOS POR RAPD-PCR

Levou-se em consideragdo apenas as bandas intensas ¢ bem definidas na
analise para a montagem da matriz das distincias, para evitar erros advindos da
contagem incorreta de produtos amplificados fracamente (OLIVEIRA, 1998).

Para a utilizagdo desta técnica, foi realizado uma sele¢do de cepas de B.
thuringiensis de acordo com o percentual de mortalidade obtido, enquadrando-se
quatro cepas (separadas aleatoriamente), a cada intervalo de 0 a 10%, 10 a 20%
e 20 a 30%, (Tabela 6).

Obtiveram-se através da adi¢do da albumina de soro bovino (BSA),
amplificacdes mais intensas e homogéneas (Figura 8).

As rea¢des amplificadas de DNA, por meio de 7 “primers” entre as 15
amostras de B. thuringiensis, incluindo as amostras-padrdo para Lepidoptera,

Diptera e Coleoptera, resultaram em 151 bandas amplificadas, sendo 2
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monomorficas ¢ 149 polimérficas. O tamanho dos fragmentos variou entre 30 e
7126 pb (Tabela 7).

Tabela 6: Relagio da mortalidade (%) e cepas utilizadas na técnica RAPD

0-10% 10-20% 20-30%
100 12 4
101 14 15
112 47 92
115 109 97

Tabela 7: Relagdo entre “primers”, nimero de bandas polimérficas e monomorficas € o

tamanho dos seus fragmentos
Primer Bandas Bandas Tamanho do
Polimorficas Monomorficas Fragmento (pb)

0OPX-02 09 01 400 - 3300
OPX-06 14 00 250 - 3900
OPX-13 23 01 30 - 3600
OPX-14 17 00 298 — 3054
OPX-15 17 00 506 — 7126
OPT-07 32 00 201 — 3300
OPY-05 37 00 134 - 4000

Total 149 02




Figura 8: Padrdo de amplificagdo do “primer” OPX-13. M — Marcador, 01 — Cepa Purdue,
02 — Cepa HD27, 03 — Cepa Fio 584, 04 a 15 — B. thuringiensis amostrados na
regido do Triangulo Mineiro, B — Branco

No dendrograma (Figura 9) resultante de todos os “primers”, ao nivel
de 22% de dissimilaridade genética. houve um agrupamento de 9 das 12 cepas
da regido do Tridngulo Mineiro em um grupo especifico. Este grupo esta mais
proximo geneticamente, tanto da cepa de B. thuringiensis HD27, especifica para
Lepidoptera (2), quanto da cepa Fio 584(3), especifica para Diptera. Dentre as
cepas utilizadas como padrdo, a cepa 1, especifica para Coleoptera, € a mais
distante.

Apés a reunido dos dados obtidos com os sete “primers” utilizados,
totalizaram-se 149 marcadores, com uma média de 21,3 polimorfismos por
“primer”. Percebe-se através deste resultado, o alto grau de variabilidade desta

espécie.
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Na matriz das distancias genéticas (Figura 10), pode-se notar que nao
houve associagdo entre o agrupamento das cepas quanto ao perfil de RAPD ¢ a
porcentagem de mortalidade estabelecida em intervalos de 10, 20 e 30%. As
cepas 92 e 47 s3o as mais proximas geneticamente (15%) entre si, ¢ a
porcentagem de mortalidade em Spodoptera frugiperda resultou em 20,9 e 13
respectivamente. Enquanto que as cepas 92 (20,9%) e 97 (25%), que se
enquadram no mesmo intervalo de porcentagem de mortalidade (20 a 30%),
estdo distantes geneticamente em 40%. A maior distincia genética foi de 42%,
entre a cepa 2 (HD27 — especifica para Lepidoptera) e a cepa 92 (Monte Alegre).
Este fato enfatiza que apesar da distancia genética entre as cepas ter sido a maior
encontrada, ambas agem sobre larvas de Lepidoptera. Ja que a cepa 92 possui
uma efici€ncia de mortalidade em larvas neonatas de Spodoptera frugiperda de
20,9%. Uma vez que a grande maioria dos genes para toxinas &
extracromossdmica, encontrando-se em plasmidios, novas combinag¢des de
toxinas podem surgir naturalmente gragas a transferéncia dessas particulas entre
as diferentes linhagens, (HABIB & ANDRADE, 1998). E a menor distancia
(15%) ficou entre as cepas 4(Uberlandia) e 14(Uberlandia) ¢ as cepas 92 (Monte
Alegre) e 47 (Araguari) que se encontram a aproximadamente 24% do grupo

mais proximo da ccpa 2, reconhecidamente especifica para Lepidoptera.
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Figura 9: Dendrograma representativo da distancia genética por Porcentagem de Desacordo
e Agrupamento pelo método de UPGMA entre os 15 gen6tipos (12 amostras do
Tridngulo Mineiro e 3 padrdes de B. thuringiensis) por meio de 149 marcadores
RAPD obtidos por 7 “primers” curtos. As amostras 1, 2 e 3 abrigam os genes para
Coleoptera, Lepidoptera e Diptera, respectivamente
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1 2 3 100 115 4 97 101 12 112 14 92 47 75 109
1 10,00
2 |027 000
3 |030 025 0,00
100 | 0,34 0,38 0,36 0,00
115 | 0,31 0,28 0,25 0,34 0,00
4 |030 026 027 0,34 0,25 0,00
97 |039 B2 040 040 0,33 029 0,00
101 | 0,29 0,27 028 0,31 025 0,18 0,35 0,00
12 | 0,35 0,34 0,31 0,38 0,32 0,19 0,36 025 0,00
112 | 0,28 0,33 031 0,37 0,32 0,26 0,32 0,28 0,29 0,00
14 | 029 031 026 030 026 GBS 032 0,19 022 023 0,00
92 |033 032 0,32 0,32 035 0,31 040 028 0,32 0,23 0,26 0,00
47 | 030 035 0,29 0,34 0,31 028 0,39 024 0,30 021 025 BfE 0,00
75 | 028 030 0,26 0,38 0,27 022 0,39 028 022 027 024 029 0,26 0,00
109 | 0,28 0,35 0,28 0,30 0,28 0,22 0,34 024 028 0,18 0,16 0,23 0,16 026 0,00

Figura 10: Matriz das distancias genéticas expressa em Porcentagem de Desacordo, obtida
para 3 gendtipos de B. thuringiensis (Purdue, HD27 e Fio 584) e 12 genétipos da
regido do Tridngulo Mineiro por meio de 149 marcadores RAPD, gerados por 7
“primers” curtos.
As cepas sombreadas correspondem a maior e menores distincias genéticas.
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7. CONCLUSOES

e Foram mapeadas e isoladas cepas de Bacillus thuringiensis de solos de
varias localidades da regido do Tridngulo Mingeiro, evidenciando uma

vasta distribui¢do desta bactéria;

e Foram efetuados testes de patogenicidade em 134 cepas de B.
thuringiensis, obtendo-se porcentagem de mortalidade em larvas
neonatas de Spodoptera frugiperda de 0 a 26 %;

e Houve uma alta variabilidade entre as cepas, obtida com uma média

de 21,3 polimorfismos por “primer”.
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