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RESUMO

O wuso indiscriminado de inseticidas orgénico sintético tem levado
pesquisadores a desenvolver estratégias alternativas para o manejo de insetos
pragas. Dentre estas, destaca-se o controle microbiano de insetos que tem sugerido
uma utilizacdo mais racional para o uso inseticidas no controle de insetos. Dos
agentes utilizados no controle microbiano, as bactérias tem se destacado por varias
caracteristicas que favorecem a sua produgdo e manejo. Uma das bactérias mais
utilizadas no controle de insetos € o Bacillus thuringiensis que apresenta uma carga de
toxinas diversa, apresentando alta especificidade entre ordens de insetos bem como
dentro da propria ordem. A busca de novas cepas com caracteristicas desejaveis tais
como maior abrangéncia de atuagéo e toxicidade alta para insetos pragas, tem levado
pesquisadores a se utilizarem das ferramentas da Biologia Molecular com a intencéo
de agilizar este processo. Neste trabalho, comprovou-se a presenca de Bacillus
thuringiensis no Tridngulo Mineiro por extragao de amostras de solo, as quais
apresentaram de 0 a 26% de mortalidade em Spodoptera frugiperda (Lepidoéptera:
Noctuidae). Utilizou-se entdo as técnicas PCR e RAPD para caracterizagdo molecular
destas cepas coletadas, com o objetivo de separa-las entre as ordens lepiddptera,
coledptera e diptera. Isto facilita a etapa de determinagéo do grau de toxicidade pois,
com esta determinacéo, ja se tem as ordens dos insetos alvos nos quais as cepas
podem ser testadas. Para a técnica PCR foram utilizados primers especificos,
desenhados a partir da regido conservada do gene responsavel pela codificagéo da
proteina cristal. Estes primers néo foram capazes de separar as cepas selecionadas
da regido do Triangulo Mineiro, identificando apenas as cepas utilizadas como
controle. Passou-se entdo a andlise de RAPD, onde se verificou um alto grau de
variabilidade entre as amostras. Com 13 primers amplificando 189 marcadores
polimérficos, construiu-se uma matriz com as disténcias geneéticas, calculadas pelo
método de Porcentagem de Desacordo. Montou-se um dendrograma pelo método nao
ponderado de agrupamento aos pares (UPGMA), onde ao nivel de 29% péde-se notar
a separagao em trés grupos, sendo o primeiro formado pelas cepas mais proximas da
cepa padrdo especifica para lepidopteros, um segundo formado por duas cepas
coletadas nas regides de Indiandpolis - MG e Araguari - MG e o terceiro pela cepas

padréo especifica para dipteros.



1. INTRODUGAO

O uso indiscriminado de inseticidas organicos sintéticos desenvolvidos
durante o ultimo século tem colocado em risco a saude humana e tem causado
graves problemas ambientais. Preocupados com tais problemas, pesquisadores,
tem desenvolvido estratégias alternativas para o manejo de insetos pragas e
dentre elas 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP) tem aberto uma visdo mais
racional sobre o uso de inseticidas e controle de pragas. O uso de
microrganismos entomopatogénicos (controle microbiano) no controle destes
insetos para o MIP representa um avango para uma agricultura mais equilibrada
com o meio ambiente, principalmente em paises de clima tropical e com vastas
areas plantadas como é o caso do Brasil.

ALVES (1998), cita que os estudos em patologia de insetos tem registros
de 2700 a.C. com os chineses e egipcios ao observarem doencgas em bicho-da-
seda e abelhas. A partir dai, descrigdes de patologias em insetos vem sendo
registradas ao longo da histdria. Atualmente & grande o avango cientifico da
patologia de insetos, com a repercusséo direta no campo do controle microbiano.
O controle microbiano apresenta vantagens como especificidade, multiplicagéo e
dispersao do patégeno no ambiente, controle mais duradouro, nao poluentes. E
importante mencionar que os microrganismos entomopatogénicos néo devem ser
considerados os Unicos agentes de controle de insetos. Esse tipo de controle
devera fazer parte de um conjunto de medidas que, atuando em harmonia com o
ambiente, seja capaz de reduzir a populagao dos insetos pragas a niveis nao-

econbmicos.
Dos agentes utilizados no controle microbiano, destacam-se os fungos,

virus, nematoides, protozoarios e bactérias.

De acordo com JUTSUM (1988), do ponto de vista comercial, o maior
potencial para o controle microbiano reside na utilizagao de bactérias e fungos, os
quais podem ter custo efetivo de producdo comparavel aos dos quimicos
disponiveis no mercado. Apesar de todos os beneficios, somente alguns

biopesticidas tém sido empregados.



Atualmente, apenas 1% das pestes da agricultura e vetores transmissores
de doencas é controlado por compostos originarios de organismos vivos.
Entretanto, em mais de 30 anos como agente de controle microbiano, o Bacillus
thuringiensis é responsavel por 90-85% desse mercado (VALADARES et al,,
1998).

A utilizagdo do Bacillus thuringiensis no controle de insetos tem sido
incrementado pelos avangos da engenharia genética. Os cristais tdxicos e os
genes que codificam essas proteinas vém sendo isolados e estudados quanto a
regulagdo e expressdo. O uso destas tecnologias tem facilitado a clonagem
destes genes e sua expressao em plantas, em sementes e em bactérias de solo,
providenciando novos caminhos para a toxina chegar até os insetos (GILL ef al.,
1992).

Até o momento, os principais exemplos da utilizacdo da engenharia
genética, encontram-se na bactéria Bacillus thuringiensis. Varios genes de
producéo das toxinas responsaveis pela morte de insetos, localizados na maioria
em elementos extracromossémicos, os plasmideos, ja foram clonados em B.
thuringiensis, inclusive a partir de linhagens brasileiras (ARANTES ef al., 1990) e
muitos ja foram também sequenciados. Com esses dados, tentou-se transferir
genes de produgdo de toxina para bactérias de solo, endofiticas (habitam o
interior das plantas) e até mesmo para a propria planta com resultados desejaveis
(THANABALU et al., 1992).

As novas tecnologias estdo contribuindo inclusive para produzir
microrganismos potencialmente Uteis no controle microbiano. O processo de
melhoramento genético, visando producdo de plantas transgénicas resistentes a
insetos pela transferéncia de genes codificadores de toxinas provenientes de
bactérias, ja resultou em variedades comercializaveis, embora surjam problemas
de resisténcia dos insetos as toxinas (AZEVEDO, 1998). Ja foram obtidos
resultados promissores com algodao (PERLAK ef al, 1991), arroz (FUJIMOTO et
al, 1993, batata (CHENG et al, 1992), mitho (KOZIEL et al, 1992), tomate
(FISCHHOFF et al, 1987, JANSEN et al, 1992).

A possibilidade de se explorar mais a diversidade encontrada nesta
bactéria e espécies correlatas foi aventada por CHILCOTT & WIGLEY (1994), que

alertam para o fato de que vém sendo encontradas linhagens ativas contra outros



insetos que ndo os usualmente suscetiveis. Também processos efetivos de
selecao de isolados na natureza precisam ser desenvolvidos

De qualquer modo, essas tecnologias estdo contribuindo para obtengéo de
produtos de controle microbiano que poderao reduzir o uso de agrogquimicos.

De modo geral pode-se dizer que destes estudos, alguns resultados
interessantes vém sendo obtidos com a descoberta de que, se certos genes de
producdo de toxinas s&o colocados na mesma bactéria, ocorrem sinergismos
surgindo propriedades novas nas toxinas (TABASCHNIK, 1992).

Atualmente sdo utilizadas varias técnicas da engenharia genética para
selecdo de organismos, tais como marcadores isoenzimaticos, marcadores
moleculares (PCR, RFLP, RAPD), entre oufras. Todas essas técnicas, além de
caracterizar bem os isolados e linhagens ou mesmo variedades dentro de
espécies, sao importantes auxiliares do melhoramento genético, pois permitem
que em cruzamentos, linhagens mais ou menos variaveis sejam empregadas,
conforme o que se quer obter. Também como as linhagens possuem padrdes
bem definidos identificados por essas técnicas, elas podem ser aplicadas em
campo e recuperadas de insetos atacados, sendo assim possivel distinguir
linhagens aplicadas deliberadamente em uma area, de outras ja naturalmente
existentes ali (AZEVEDO, 1998a).

A necessidade da busca de novas cepas de Bacillus thuringiensis que
apresentem um potencial inseticida mais abrangente e eficiente se faz mais
evidente a cada dia que passa, visto os franstornos aoc homem e a natureza,
causados pelos produtos quimicos. A regidao do Triangulo Mineiro é grande
produtora de milho, sendo alvo do ataque de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae), uma das principais pragas desta cultura, que pode causar até 34% de
queda na produtividade (VALICENTE & CRUZ, 1991).

Este trabalho tem por objetivo fazer o mapeamento da ocorréncia de cepas
de Bacillus thuringiensis na regido do Tridngulo Mineiro e sua caracterizagéo
molecular, utilizando-se das técnicas PCR e RAPD-PCR com primers especificos
e aleatorios respectivamente e concomitantemente efetuar testes de

patogenicidade em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), com as

bactérias selecionadas.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescente interesse na utilizacdo de bactérias entomopatogénicas para o
controle de populacdes de insetos prejudiciais levou o homem a pesquisar mais
profundamente as bactérias que formam os esporos, pois é uma caracteristica de
persisténcia e simplesmente um pré-requisito para que um agente possa ser
produzido em escala comercial. Embora sejam conhecidas centenas de espécies
de bactérias associadas com insetos, sdo poucas aquelas que possuem
caracteristicas que permitem o seu uso no controle de insetos prejudiciais. As
espécies de maior importancia concentram-se nas familias Enterobacteriaceae e
Bacillaceae, além de alguns géneros da ordem Pseudomonadales (HABIB &
ANDRADE, 1998).

A familia Bacillaceae, amplamente estudada, envolve dois géneros de alta
importancia, Bacillus e Clostridium. (HABIB & ANDRADE, 1986)

Dentre as bactérias com potencial de uso no controle microbiano de

insetos, destacam-se as do género Bacillus (GILL ef al., 1992).

2.1. PATOGENOS DO GENERO Bacillus

As espécies do género Bacillus s&o representadas por células em forma de
bastonete, as vezes em cadeia, com a maioria capaz de produzir endésporos que
representam sua forma de resisténcia quando o meio se encontra desfavoravel
para seu desenvolvimento. As espécies desse género, em geral, aer6bicas ou
facultativamente anaerdbicas, podem atacar substratos varidveis, devido ao
complexo enzimatico produzido pelas células. Apesar da grande variagéo entre as
diferentes espécies desse género, varias caracteristicas como a formagdo de
esporos, toxinas e enzimas, levaram os patogenos pertencentes a esse género a

um lugar privilegiado entre 0s agentes altamente promissores no controle dos
insetos prejudiciais (HABIB & ANDRADE, 1986).
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2.2. Bacillus thuringiensis BERLINER

Bacillus thuringiensis foi isolado de iarvas mortas de Bombyx mori (bicho-
da-seda) e descrita pela primeira vez, no inicio do século, pelo bacteriologista
japonés Ishiwata em 1901. Sua denominacéo atual data de seu reisolamento a
partir de larvas mortas de Anagastha kuniella, no distrito de Thuringe, Alemanha
em 1911, por Berliner (VALADARES et al., 1998).

FIGURA 1: Bacillus thuringiensis apfesentando na parte de cima, o
esporo e em baixo, o cristal protéico

A célula bacteriana (Figura 1) € um bastonete de 1,0 a 1,2 por 3,0 a 5,0
um, geralmente com motilidade. E aerobica podendo facultativamente crescer em
anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 45°C. E gram positiva, apresentando como
caracteristica tipica a presenca de um cristal protéico intracelular (HABIB &
ANDRADE, 1986).

As colénias de Bacillus apresentam morfologia tipica com colbnias de

tamanho médio (aproximadamente 0,5 cm) esbranqui¢adas, opacas, com bordas

iregulares (SOSA-GOMEZ, 1998)
HANNAY (1953) foi o primeiro a detectar a presenga de cristais de

"diamante”" em culturas esporuladas de Bacillus thuringiensis, relacionando-os

com a patogenicidade desta bacteria.



HABIB & ANDRADE, (1986) citam que as descobertas de diferentes
variedades desta bactéria cristalifera, com seus variaveis niveis de
patogenicidade, indicam possivel ocorréncia de evolucéo e adaptacdo desses
patogenos dentro de uma razoavel gama de hospedeiros naturais. VANKOVA
(1964) avaliou 12 linhagens de Bacillus thuringiensis var thuringiensis, quanto a
sua patogenicidade em oito espécies de lepiddpteros e encontrou evidéncias de
patogenicidade seletiva. Junto com estes, varios outros trabalhos realizados
confirmam a hipotese de haver coevolugdo e adaptacéo entre essas linhagens e
seus hospedeiros (KRIEG & FRANZ, 1959; GRIGOROVA, 1964; SHAIKH &
MORRISON, 1966).

2.2.1. Principais toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis

A atividade entomopatogénica desse microrganismo deve-se a presenca
de uma inclusdo cristalina produzida durante a esporulagéo. O cristal, composto
por proteinas denominadas -endotoxinas ou proteinas cristal (Cry), apresenta
acdo extremamente toxica e altamente especifica para larvas de insetos de trés
ordens: Lepidoptera, Diptera e Colebptera. As toxinas contidas no cristal sao
inbcuas para o homem, os vegetais, os animais e outros invertebrados
(VALADARES et al., 1998).

O Bacillus thuringiensis produz diversas toxinas sendo que as conhecidas

e mais estudadas sdo a &-endotoxina, p-exotoxina, endésporo, o-exotoxina e

toxina dos piolhos.

2.2.1.1. §-endotoxina

O cristal protéico (corpo paraesporal), descoberto por HANNAY (1953), &
um agregado de moléculas, geralmente em forma bipiramidal, e com peso
molecular de aproximadamente 230.000 daltons. Este cristal representa o
componente principal dos produtos comerciais & base de Bacillus thuringiensis.

Apbs o crescimento vegetativo em meio artificial, Bacillus thuringiensis
transforma-se num esporo resistente as condigbes ambientais adversas. O cristal

é formado durante esse processo de esporulagéo.
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Atualmente sabe-se que o cristal protéico de Bacillus thuringiensis, em si,
ndo tem acgdo toxica, sendo considerado como protoxina. A sua dissolugdo em
meio alcalino (acima de pH 8) resulta em moléculas de tamanhos variaveis, das

quais algumas séo toxicas para insetos.
Acao da 5-endotoxina sobre insetos

A maioria dos estudos sobre o modo de agdo das proteinas Cry foi
realizada em Lepiddptera. Essas toxinas, sintetizadas como protoxinas, provocam
lesdes no epitélio intestinal dos insetos sensiveis, em seu estagio larval. Apos a
ingestdo, os cristais sdo solubilizados dentro do tubo digestivo do inseto-alvo,
gracas a um pH alcalino (10, em média). Apds a solubilizacéo, sao ativados por
proteases contidas no fluido intestinal, liberando a por¢do N-terminal téxica. Uma
vez ativada, a toxina se liga de maneira irreversivel a receptores especificos,
presentes na superficie da membrana das células epiteliais, culminando na
formacéo de poros (SACCHI et al., 1986, HENDRICKX et al., 1990), seguida por
desequilibrio osmético entre o meio intra e extracelular. A alteracdo da
permeabilidade da membrana faz com que ocorra lise celular (CHARLES & DE

BARJAC, 1983) €, finalmente, a morte da larva.

2.2.1.2. B-exotoxina

De peso molecular pequeno, analoga ao ATP e composta de adenina,

ribose e fosforo (1:1:1), essa substancia impede a biossintese de RNA nas células

afetadas (DE BARJAC & DEDONDER, 1965).

2.2.1.3. Endésporo

Foi revelada e confirmada a presengca de uma proteina na parede do
enddsporo, quimica e sorologicamente semelhante a proteina do cristal. Embora
em quantidade menor, a proteina do esporo também tem efeito toxico para
lagartas (BURGES et al., 1976 apud HABIB & ANDRADE, 1998).
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2.2.1.4. a-exotoxina

TOUMANOFF (1953) denominou e caracterizou esta toxina como
Lecitinase-C; solivel em agua, termolabil e téxica para insetos. Essa toxina
também produzida por Bacillus cereus, exige um intervalo de pH entre 6,6 e 7,4

para melhor atuagao.
2.2.1.5. Toxina dos piolhos

GINGRICH et al. (1974) detectaram alta susceptibilidade de quatro
espécies de piolhos de mamiferos (Bovicola bovis, Bovicola crassipes, Bovicola
limbata e Bovicola ovis) a uma linhagem de Bacillus thuringiensis nao produtora
de B-exotoxina, substancia toxica inclusive para estes insetos. Como a §-
endotoxina (do cristal protéico) néo tem efeito patogénico nos piolhos, pois o pH
intestinal nao permite a dissolugdo do cristal, a morte desses piolhos foi atribuida

entdo a uma nova substancia.

2.2.2. Identificagdo da atividade inseticida de Bacillus thuringiensis

Em 1962, De Barjac e Bonnefoi propuseram uma classificagdo de sorotipos
baseada em propriedades bioquimicas e na aglutinagéo de antigenos flagelares
(antigeno H). Atualmente, existem catalogados 45 sorotipos, porém essa
classificacdo néo esta relacionada com a atividade inseticida, que & definida pela
composicgéo das -endotoxinas.

Em 1989, quando 14 tipos diferentes de &-endotoxinas haviam sido
caracterizadas, Hoéfte e Whiteley propuseram uma nomenclatura baseada nas
sequéncias de aminoacidos deduzidas e no espectro de atividade. Foram
descritas cinco classes principais: Cryl (ativa para Lepidoptera), Cryll (Lepidoptera
e Diptera), Crylll (Coledptera), Cry IV (Diptera) e Cyt (citolisina, associada a Cry
IV), que, por ndo apresentar homologia com as demais classes ou atividade
especifica, foi distinguida como uma classe a parte. Uma nova toxina com

atividade dupla para larvas de Coledptera e Lepidoptera foi designada CryV

(TAILOR et al., 1992).



| Baseado nas sequéncias nucleotidicas conhecidas, sondas especificas de

DNA e anticorpos monoclonais séo utilizadas para determinar a composigéo de 3-
endotoxinas de uma cepa determinada e, consequentemente, sua possivel
atividade inseticida (LERECLUS ef al, 1993). Atualmente, primers especificos
para cada classe sdo ferramentas potentes e amplamente utilizadas para a
predicdo da atividade via PCR (Polymerase Chain Reaction) (BEM-DOV et al.,
1997, CERON et al, 1995, SHIN et al., 1995, CERON ef al., 1994, KALMAN et. al.,
1993, CAROZZI et al., 1991). Essa estratégia permite direcionar os bioensaios,
que irdo confirmar a predigdo com grande economia de tempo e material.

2.3. MARCADORES MOLECULARES

Os primeiros marcadores utilizados na genética eram controlados por
genes associados a caracteres morfolégicos, em geral fendtipos de facil
identificacdo visual. Isto se tratando de plantas ou até mesmo animais, sendo
mais restrito quando se tratavam de observagéo em microrganismos.

Este quadro mudou com o desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos
que ampliaram em pelo menos uma ordem de magnitude (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Em sequéncia, a utilizagdo de enzimas de restrigdo
permitiu a andlise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo de
DNA (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP) (GRODZICKER et al,
1974).

Mais recentemente, o desenvolvimento do processo de amplificagdo em
cadeia utilizando uma DNA polimerase (PCR) (MULLIS & FALLONA, 1987; SAIKI
et al., 1988) levou a descrigéo de outras classes de marcadores moleculares.

A tecnologia do PCR causou uma verdadeira revolugdo na biologia tanto
na pesquisa visando o entendimento de processos bioldgicos fundamentais como

na
organismos em geral. O impacto da PCR e dos métodos dela derivados levaram

s areas aplicadas envolvendo diagnosticos e methoramento genético de

Kary Mullis a ganhar o prémio Nobel de medicina no inicio da década de 90

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).



As técnicas de andlise direta do DNA de microrganismos
entomopatogénicos sdo de utilidade na identificagcdo, caracterizagéo,

mapeamento genético e estimativa da biodiversidade existente dentro de

espécies de interesse no controle microbiano (AZEVEDO, 1998).

2.3.1. PCR

PCR é uma técnica de sintese enzimatica in vifro de uma sequéncia
definida de DNA. A reacgdo usa dois primers que hibridizam as fitas opostas que
flanqueiam a sequéncia de DNA alvo a ser amplificada. A extensdo dos primers €
catalizada pela Taq DNA polimerase, uma polimerase de DNA termo-estavel, que
é isolada de uma eubactéria termofilica Thermus aquaticus. Uma série repetitiva
de ciclos envolvendo desnaturagdo do DNA molde, anelamento de primers e a
extensao deles pela Tagq DNA polimerase, resulta em um acimulo exponencial de
um fragmento especifico de DNA. As extremidades dos fragmentos sao definidas
pelo término 5' dos primers. Como o produto da extensédo dos primers acumula a
cada ciclo e pode servir como um molde para o préximo, o nimero de copias alvo
dobra aproximadamente a ocorréncia de cada um deles (BOEHRINGER
MANNHEIM BIOCHEMICA, 1995)

SAIKI et al. (1988) mostraram que a quantidade de ciclos da reagao, o
tempo de extensdo, a temperatura e a quantidade de Taq DNA polimerase
influenciam na eficiéncia e especificidade da enzima. Reagdes com 35 ciclos tem
uma eficiéncia melhor do que com 20 ciclos e quanto maior o tempo de extensao
e quantidade de Taq DNA polimerase, pior a especificidade da reagdo. A
temperatura de anelamento também afeta a especificidade da Taq DNA
polimerase, onde o aumento da temperatura diminuiu o aparecimento de produtos
inespecificos.

A otimizagdo da PCR envolve testes de diferentes variaveis, tais como
temperatura de anelamento, estrutura dos primers (LOWE et al., 1990, WANG et
al., 1994 e ROUX, 1995), tempo dos ciclos de amplificagéo conforme discutido por
WITTWER et al, (1990) que concluiu que o passo limitante € o tempo de

extensao, que depende do tamanho do fragmento e atividade da DNA polimerase,
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enquanto que o anelamento e desnaturagdo ocorrem muito rapidamente, desde
que a amostra atinja a temperatura ideal.

Outros fatores que podem interferir na produtividade da reagdo de
amplificacdo é a presenca de agentes inibidores e a concentragdo de MgCl..
ROUX (1995) descreve alguns agentes inibidores, incluindo detergentes idnicos
(SDS e Sarkosyl, usados na extragdo de DNA), fenol, heparina, xylene cyanol e
bromophenol blue. Proteinase K pode digerir a Taq DNA polimerase, mas &
prontamente inativada & 95°C por 5 minutos. O mesmo autor sugere manipular a
concentragao de MgCl; desde 0,5 mM até 5 mM com incrementos de 0,5 mM.

Com o desenvolvimento da tecnologia da reagao em cadeia de polimerase,
inimeras outras técnicas (AFLP, RNA display, VNTR e outras) foram
desenvolvidas para a detecgdo de polimorfismos de DNAs. Uma destas técnicas,
que tem sido muito usada em estudos de populagdes, foi desenvolvida
independentemente por WILLIAMS et al. e WELSH & MACCLELLAND (1990). A
técnica foi denominada de DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA) e AP - PCR (Arbitrary Primed-Polymerase
Chain Reaction), respectivamente.

O PCR é um método altamente sensivel para rapidamente detectar e
identificar sequéncias de DNA, requerendo quantidades diminutas de DNA e
permitindo rapida selegdo simultanea de varias amostras de Bacillus thuringiensis,
predizendo sua atividade inseticida (CAROZZI, et al.,1991, CERON ef al. 1994,
CERON, et al. 1995)

PCR tem sido explorado para predizer atividades inseticidas, para
identificar genes tipo cry e determinar sua distribuicdo e para detectar novos
genes. Para otimizar a identificagdo de todos genes cry reportados, esta

metodologia necessita um completo grupo primers (CERON ef al., 1994, CERON
et al., 1995).

2.3.2. RAPD

RAPD veio sanar um grande problema que restringia o uso da PCR que
dependia do conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada. Ela surgiu em

1990 com a idéia de se utilizar primers mais curtos e de sequéncia arbitraria para
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digir a reagdo de amplificagdo, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio de sequéncia. Os primers (com cerca de 10 pares de bases)
utilizados, sizo colocados em condicées de baixa estringéncia tendo assim
maiores chances de se ligar a varias sequéncias de DNA complementares. Para
que estas sequéncias sejam amplificadas elas devem estar posicionadas numa
distancia maxima de 4000 pares de bases e em orientagao oposta, permitindo
assim uma amplificagdo exponencial de um segmento de DNA pela DNA
polimerase. A banda amplificada é entéo visualizada na forma de uma banda num
gel de eletroforese. A eletroforese € geralmente conduzida em gel de agarose e a
visualizaggo & feita com brometo de etidio em luz ultravioleta (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998) ou em sistema de documentacio.

A técnica de RAPD tem sido aplicada na constru¢do de mapas geneéticos
(REITER et al., 1992) e em estratégias, como a analise de Segregantes em bulk,
para detectar marcadores ligados a genes de resisténcia a doengas de plantas
(MILCHELMORE et al., 1991), bem como em estudos taxondémicos e verificacéo
de diversidade entre isolados de uma mesma espécie (AZEVEDO, 1998)

Os marcadores por RAPD s&o usualmente dominantes porque os
polimorfismos séo detectados como presenga ou auséncia de bandas. A delecio
ou insergéo leva a perda do sitio de homologia para um dos primers, resultando
entdo na auséncia daquela banda no gel de agarose. Assim, a técnica de RAPD
detecta apenas um alelo em cada locus, néo sendo possivel distinguir se aquele
segmento se originou a partir de uma ou de duas cdpias da sequéncia
amplificada. Esses marcadores possibilitam um método rapido para o
fornecimento e analise de populagdes (HU & QUIROS, 1991), cuja frequéncia de
polimorfismo dificilmente & encontrada em outros métodos tal como eletroforese
de proteinas entre outros.

A técnica de RAPD apresenta dois atributos que resumem toda uma série
de vantagens praticas: simplicidade e rapidez. Por exemplo, marcadores RAPD
foram 4 a 6 vezes mais eficientes do que RFLP no mapeamento de polimorfismos
ligados a locos de resisténcia a doengas, e 10 vezes mais eficientes em tempo e
mé&o-de-obra (PARAN et al., 1991). Isso se deve a possibilidade de se detectar
polimorfismo pela visualizagéo direta das banda no gel, eliminando todas as
etapas de trasferéncia de DNA para membranas (Southern biot), hibridaggo com
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sondas e autoradiografia. Nao requerer desenvolvimento prévio de uma biblioteca
de sondas especificas, a néo utilizagéo de isétopos radioativos ou marcacao nao-
radioativa, a quantidade minima de DNA utilizada, o custo baixo, szo vantagens
que a tecnica RAPD oferece nos estudos de polimorfismos em qualquer
organismo. RAPD reune, portanto, a simplicidade da técnica da visualizacdo
direta dos marcadores isoenzimaticos, com o poder de resolugcdo dos marcadores
de DNA. E uma tecnologia bastante acessivel, que pode ser transferida
diretamente para estagbes experimentais de melhoramento, para laboratérios
avangados de pesquisa e ser utilizada cotidianamente pelo geneticista
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998)

A principal limitagdo dos marcadores RAPD é o baixo contetdo de
informagéo genética por loco. Apenas um alelo € detectado, o segmento que é
amplificado, enquanto que as demais variagbes alélicas sdo classificadas
conjuntamente como um alelo nulo. A falta de reprodutibilidade entre as reacdes
tem levado pesquisadores de diversos laboratérios a estabelecerem suas
condigbes otimas de trabalho. SCHIERWATER & ENDER (1993) comparou o
padréo de amplificagéo de 13 DNA polimerases comerciais. Eles observaram que
todas as polimerases derivadas de Thermus aquaticus produzem amplificacées
similares, enquanto que todas as polimerases de outras fontes (exceto Thermus
flavus) amplificaram muito pouco ou nenhum produto.

Variagbes nos padrées RAPD s&o observados ente termocicladores e entre
polimerases diferentes. MEUNIER & GRIMONT (1993) testaram dois
termocicladores e 2 marcas diferentes de Taq DNA polimerase com diferentes
amostras de DNA, por 6 vezes. Eles observaram que a reprodutibilidade foi
excelente quando usados o mesmo termociclador e Taq polimerase. O mesmo
n&o aconteceu, quando o aparelho e a Taq eram diferentes. Um outro fato critico
nas reagdes, usando-se termocicladores diferentes (ciclo rapido e tradicional com
aquecimento de placa), € o aparecimento de fragmentos multiplos (WITTWER &
GARLING, 1991), que surgem em maior frequéncia, devido ao aumento no tempo
de salto (tempo gasto para se atingir a temperatura de anelamento a partir da
temperatura de desnaturacao).

Outro aspecto que pode ser uma limitagdo em alguns casos é o
desconhecimento prévio da base genética das bandas RAPD. Estritamente
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falando, uma banda RAPD observada no gel s6 pode ser considerada um
marcador de comportamento Mendeliano depois de verificada sua segregacéo de
parentais para descendentes. E importante ressaltar, no entanto, que este pré-
requisito é necessario, em principio, para todo e qualquer tipo de marcador
molecular, isoenzimas, RFLP ou outros (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Estas técnicas descritas acima n&o identificam isolados de Bacillus
thuringiensis portadores de novos genes. Os novos genes responsaveis por
toxinas cry desconhecidas s&o caracterizados por clonagem e sequenciamento

direto do seu DNA (SEKAR ef al., 1987), depois que a analise do gel de proteina
e o bicensaio indicarem tratar-se de uma toxina desconhecida (SANCHIS ef

al.,1989)

HANSEN, 1998 cita que na classificacdo de determinadas cepas de
Bacillus thuringiensis, utilizou-se de serotipos conhecidos e hibridizagdo de
coldnia para classificar cepas confirmando com analise de PCR em muitos dos
casos. Os casos nao confirmados por PCR foram devido a variagao na sequéncia
do DNA na regido de ligagédo de um dos primers. A analise de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA mostrou que isolados n&o separados puderam ser
distintos por este método. A analise por RAPD revelou que um serovar israelensis

sem nenhum gene codificando atividade para dipteros sofreu um desvio de um

outro isolado padréo utilizado em produtos comerciais.
Isto mostra que o RAPD pode ser utilizado como ferramenta auxiliar 3

outras técnicas, na busca de novas cepas com niveis de patogenicidade
apreciaveis ou até mesmo com abrangéncia de mais que uma ordem de insetos.
Atualmente, com mais de 50 tipos de genes de proteinas Cry, clonados e

sequenciados, a nomenclatura se tornou inadequada, j& que genes com
sequéncias similares apresentam atividades inseticida distinta. Diante desse

quadro, foi criado um comité internacional, que esta propondo uma nova
nomenclatura baseada apenas nas sequéncias de aminoacidos (VALADARES ef

al., 1998)
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Genética
Molecular — Departamento de Genética e Bioquimica (DEGEB) e Controle
Biologico de Insetos — Departamento de Agronomia (DEAGO) da Universidade
Federal de Uberlandia, Laboratorio de Controle Biologico e Laboratério de Criacdo
de Insetos (LACRI) do Centro Nacional de Milho e Sorgo (CNPMS) — Empresa

Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA).

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Bacillus thuringiensis

3.1.1.1. Preparo do meio LB (Luria-Bertani)

O meio de cultura para Bacillus thuringiensis foi preparado segundo

SAMBROOK et al, (1989) com algumas alteragdes. Para cada litro de meio,
utilizou-se 1000 mi de agua deionizada, 10 g de friptona, 5 g de extrato de
levedura e 10 g de NaCl. Colocou-se os compostos em erlemeyer, adicionando
950 ml de agua deionizada, dissolvendo bem, completando entdo com 50 ml de
agua deionizada. Lacrou-se o erlemeyer e levou-o ao autoclave por 15 minutos.
Em seguida, levou-se o erlemeyer a camara de fluxo deixando a temperatura
baixar a aproximadamente 50°C, adicionando-se entdo Penicilina G (7,5

mg/250mi). Para meio sélido utilizou-se bactoagar (12 g/l), sendo adicionado

antes de se levar o erlemeyer ao autoclave.

3.1.1.2. Extracao, selegao e identificagdo de Baciflus thuringiensis do solo

As amostras de solo foram fornecidas pelo Laboratério de Analises de Solo

(LABAS) da Universidade Federal de Uberlandia.
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Para extragao de Bacillus thuringiensis pesou-se 1 g da amostra de solo e
adicionou-se 5 ml de solugéo salina (0.8g NaCl/l), deixando agitar por toda noite.
Homogeinizou-se em vortex por 1 minuto deixando decantar. Transferiu-se entéo
1 ml da suspensao para ependorfs incubando em banho-maria a 65°C por 30
minutos. Deu-se um choque térmico em em seguida plaqueou-se 200 pl em meio
LB. Incubou-se a 30°C por 36 horas. Analisou-se as coldnias que cresceram,
separando as que apresentaram diferenga visual na mesma placa para outras
placas de petri. Deixou-se em crescimento por mais 36 horas fazendo em seguida
laminas para serem usadas em microscopio de contraste de fase. Utilizou-se uma
lente de 100 vezes de aumento de contraste de fase para se visualizar o cristal,

caracteristico do Bacillus thurigiensis, nas colénias selecionadas
Das cepas crescidas e selecionadas em meio LB com penicilina e

identificadas como Bacillus thuringiensis, escolheu se 25 amostras das

localidades indicadas na Figura 2.

Localidades
1 - Uberlandia
2 - Monte Alegre de Minas
3 - Canapolis
4 - Capinépolis
5 - Tupaciguara
6 - Monte Carmelo
7 - Grupiara
8 - Cascalho Rico
9 - Sio Francisco de Sales
10 - Prata
11 - Araguari
12 - Campina Verde
13 - Santa Juliana
14 - Indianopolis
15 - Nova Ponte
16 - Limoeiro do Oeste

FIGURA 2. Mapa da localizagdo na regiao do Triangulo Mineiro das cepas de Bacillus thuringiensis

selecionadas.
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TABELA 1: Origem das 25 amostras avaliadas neste estudo e nimero de referéncia utilizado nas
reacoes de PCR e RAPD.

N. Origem N. Origem

3. Campina Verde 16. Uberlandia

4 Cascalho Rico 17. Araguari

S. Monte Alegre 18. Uberlandia

6. Capindpolis 19. Indiandpolis

7. Limoeiro do Oeste 20. Santa Juliana
8 Grupiara 21. Nova Ponte

9. Indiandpolis 22. Monte Carmelo
10. Prata 23. Monte Alegre
11. Araguari 24. Tupaciguara
12. Capindpolis 25. Capindpolis
13. Monte Alegre 26. Monte Carmelo
14. Canapolis 27. Santa Juliana
15. Sao Francisco de Sales

Foram utilizadas 3 cepas de Bacillus thuringiensis como padrao,

provenientes de diferentes locais, para confirmagdo e comparagéo dos primers
universais (Tabela 3).

TABELA 2: Origem, gene e especificidade das 3 cepas utilizadas como padrdo para analise de

PCR
Cepa Origem Gene Especificidade
HD27 CNPMA-EMBRAPA cryl Lepidépteros
Purdue Purdue University cry3 Coleobpteros
Fio 584 Instituto Oswaldo Cruz cry4 Dipteros

3.1.1.3. Extragdao de DNA

Obteve-se DNA de Bacillus thuringiensis, centrifugando-se 3 ml de cultura
de meio liquido LB a 8.000 rpm por 10 min. Adicionou-se 500 ul da Solugéo |
(SDS 1 g/100mi EDTA 0.0005M, TrisCl 0.1M pH 8.0, NaCl 0.2M) previamente
colocada em banho-maria a 50°C por 10 minutos e 20 pl de proteinase K
(10mg/ml) incubando a 50°C por toda a noite. Adicionou-se 300 pl de fenol e 200
ul de cloroférmio, agitando em suaves inversdes por 10 minutos. Centrifugou-se a
8000 rpm por 10 minutos, transferindo o sobrenadante para outro microtubo.

Adicionou-se 15 pl de RNAse (10mg/ml) deixando incubar por 1 hora a 37°C. Em
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seguida adicionou-se igual volume de cloroformio, agitando suavemente.
Centrifugou-se a 8000 rpm por 10 minutos. Repetiu-se esta lavagem com
clorofébrmio mais duas vezes. Precipitou-se os acidos nucléicos pela adicdo de
isopropanol gelado (2 volumes). Misturou-se entdo por inversées até os acidos
nucléicos se tornarem visiveis, deixando a 4°C por toda a noite. Ap6s este
periodo, centrifugou-se a 13000 rpm por 15 minutos, descartou-se o
sobrenadante e adicinou-se 500 pl de etanol 70%. Agitou-se suavemente e
descartou-se o sobrenadante, deixando o pellet secar a 40 graus por 10 minutos.
Ressuspendeu-se o pellet em 100 ul de agua deionizada e quantificou-se o0 DNA
em espectrofotdmetro. Avaliou-se também a qualidade do DNA em gel de
agarose (Figura 3). Depois de quantificado, o DNA foi diluido em agua a 10 ng/mi

para ser utilizado na determinagéo da especificidade por PCR e também nas
analises por RAPD.

FIGURA 3: Avaliagio de DNA em gel de agarose 1,2%. 1 — Bacillus thuringiensis var
thuringiensis. 2 a 13 — Amostras coletadas no Tridngulo Mineiro.

3.1.2. Spodoptera frugiperda (Lepidéptera: Noctuidae)

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda, Smith, 1797 — Lepidoptera —
Noctuidae) € uma das espécies mais frequentes em campos cultivados da Regiao
Neotropica. Embora seja polifaga, manifesta nitida preferéncia por gramineas,
principalmente milho (GARCIA, 1979), e € considerada uma das principais pragas

do milho. Pode ocorrer durante todos os estadios de crescimento da cultura,
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assumindo grande importancia no México, América Central e América do Sul,

Causando perdas de até 34% (VALICENTE & CRUZ, 1991).
As larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) utilizadas nos

testes de patogenicidade foram fornecidas pelo Centro Nacional de Milho e Sorgo

(CNPMS) — EMBRAPA. Utilizou-se larvas de 1° e 22 instar alimentadas com dieta

artificial.

3.1.2.1. Preparo da Dieta Artificial

A dieta utilizada teve como base o feijdgo e vem sendo usada no

Departamento de Entomologia da ESALQ ha alguns anos (KASTEN et al., 1978)
com sucesso, e cuja composigéo esta descrita na Tabela 1. Esta quantidade é

suficiente para 80 recipientes de criagao (copinhos plasticos de 50 ml).

TABELA 3: Nutrientes utilizados em dieta artificial de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:

Noctuidae). v
‘Componentes - . Quantidade
Feijao 100,0g
Levedura de cerveja 1509
Acido ascoérbico 159
Metilparaidroxibenzoato (nipagin) 1.0g
Acido sérbico 059
Formaldeido (38%) 1,0 mi
Agar (+ 250 ml de agua) 12,09
Agua 375,0 ml

O feijao é cozido, sendo que a variedade Carioca € a que proporciona o

melhor desenvolvimento de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

(PARRA & CARVALHO, 1984)

O preparo da dieta é feito misturando-se os ingredientes, exceto o agar, em
agua e batendo-se em liquidificador. O agar é dissolvido separadamente em agua
em ebulicdo. A seguir, os dois conteudos s&o misturados e homogeneizados

através de um agitador elétrico, sendo a dieta transferida, ainda quente, para

bandejas que ficardo armazenadas em geladeira.
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3.1.2.2. Testes de Patogenicidade

Para os testes de patogenicidade seguiu-se a metodologia utilizada na
EMBRAPA-CNPMS, que consiste em ministrar a larvas neonatas, tabletes (1x1
Cm) de dieta artificial sem antibiticos, banhadas em suspenséo da bactéria. Para

Cada cepa utilizou-se 24 larvas.
As larvas foram individualizadas em recipientes de 25 mi, vedados com

tampas de acrilico e colocadas a temperatura de 29° C. Diariamente observou-se
a mortalidade larvaria correspondente, anotando os resultados. Para cada cepa

observou-se a mortalidade durante um periodo de seis dias.

3.2, Determinacgio da especificidade inseticida de Bacillus thuringiensis por

PCR

Para a analise de PCR foram utilizados primers denominados universais,
Correspondentes a regides altamente conservadas nos genes cry1 (20), cry2 (3),
CIY3 (4), cryd (2), cry7 (2) e cry8 (3) (extraido do GenBank) (BEM-DOV et al.,

1997). Utilizou-se trés pares de primers:

77 pb

al 1 especifico para Lepidopteros. Condicdes: Primer

A AR sinb il i AL Rt Jv o
FIGU : Otimizagéo do primer Univers

A 8t(l)m::‘i<i;’::3) ~ Op5 ul: canaletas 1, 3, 5 7,9, 11. 1,0 ul canaletas 2, 4, 6, 8, 10, 12.
M gl (25mM) - 0,0 pl: canaletas 1, 2, 7, 8. 1,0 pl: canaletas 3, 4, 9, 10. 2,0 nt:
ca%alétas 5.6, 11, 12. Taq DNA polimerase (5U/pl) — 0,1 ul: canaletas 1a 6. 0,2 ul:

canaletas 7 a 12. ANTPs (60Mm) ~ 0,25 pl. Tampido (10x) —- 2,5 pl. DNA (150,25

ng/fpl) - 1,0 ul.



TABELA 4: Primers Universais utilizados na determinagéo da especificidade das amostras de

— Bacillus thuringiensis

— PRIMER ~ SEQUENCIA (5> 3) |
Un1(d) CAT GAT TCA TGC GGC AGA TAA AC
Un1(r) TTGTGACACTTICTGCTTCCCATT
Un3(d) CGT TAT CGC AGA GAG ATG ACA TTA AC
Un3(r) CAT CTG TTG TTT CTG GAG GCA AT
Un4(d) GCA TAT GAT GTA GCG AAA CAA GCC

—_— Un4(r) GCG TGA CAT ACC CATTTC CAGGTC C

As condigcbes otimas para 0s componentes foi determinada por meio de
varios testes, variando suas concentracdes, bem como o programa de
amplificacgo, que foi executado em um Termociclador modelo PTC-100™, da M.
J. Research, Inc.

As reagbes de amplificacao consistiram uma etapa inicial de 95° C por 5
minutos seguida de 30 ciclos. Cada um com uma etapa de desnaturagdo (94° C
por 1 minuto), uma etapa de anelamento (60°C por 45 segundos) e uma etapa de

extens&o (72°C por 5 minutos).
O volume total de cada reagéo foi de 25ul contendo: 2,5ul de Tampéo da

Taq DNA polimerase (Tris-HCI 10 mM(pH 8,0), KCI 50 mM. MgClz 15mM), 15 pl
de DNA (10 ng/ul), 0,1 ul de Taq DNA polimerase (5U/ul), 1 pl primer (6 pmol/pi),
0,5 ul de desoxiribonucleotideo trifosfato (10 mM de cada - dATP, dTTP, dCTP e

dGTP), completando-se o resto com agua ultrapura. Na reacdo de amplificacéo

utilizou-se um controle contendo todos 0s componentes, exceto o DNA,

verificando-se assim possiveis contaminagoes.
Ao término das reagdes, os fragmentos de DNA amplificados foram

separados por eletroforese em géis de agarose a 2%, preparados de acordo com
SAMBROOK et al., (1989) e corridos a 120 volts por aproximadamente 1 hora em

tampao TBE 0,5 X (Tris-Borato 0,045M e EDTA 0,001 M). Utilizou-se como
padrdo de peso molecular 0 100 pb e 1 Kb DNA ladder. Para avaliagdo, os géis

de agarose foram corados com EtBr (0,5ug/ml), observados em transiuminador

UV e fotografado em Video Documentation System da Pharmacia Biotech.
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3.3. DETERMINACAO DE POLIMORFISMOS ENTRE AMOSTRAS DE Bacillus
thuringiensis UTILIZANDO RAPD-PCR

Utilizou-se apenas uma amostra em algumas localidades em conformidade

Com AYALA (1983) que observou que 0S métodos de analise de variabilidade
devem considerar que as ambstras individuais ndo sdo mais ou menos, mas sim,
répresentantes genéticos da populagao em questao.

Considerou-se somente as bandas intensas & bem definidas na analise

Para a montagem da matriz das distancias, para evitar erros advindos da

contagem incorreta de produtos amplificados fracamente (OLIVEIRA, 1998).
Testou-se 25 primers, sendo qué 13 apresentaram bandas passiveis de

Serem analisadas. Os primers utilizados continham 10-mer com sequéncias
arbitrarias, obtidos de kits da OPERON Technologies Inc (Tabela 5).

TABELA 5:. Primers utilizados € suas respectivas sequéncias de nucleotideos

T ERmER . SEQUENCIA(E->3)
OPCos CTC ACCGTC C
OPC11 AAA GCT GCG G
OPG15 ACT GGG ACT C
OPI05 TGT TCC ACG G
OPMO5 GGG AAC GTG T
OPMO7 CCG TGACTC A
OPM12 GGG ACG TTG G
OPM14 AGG GTC GTT C
OPM18 CAC CAT CCG T
OPM1S CCT TCA GGC A
OPTOS CAA GGG CAG A
OPT13 AGG ACT GCC A
— OPX04 CCG CTACCG A

ra os componentes foi determinada

Como no PCR as condigoes 6timas pa
uas concentragdes utilizando um programa

por meio de varios testes, variando s
de amplificagdo, feito em um Termociclador modelo PTC-100™, da M. J.

Research, Inc.
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Os primers foram escolhidos fazendo-se um teste preliminar com duas
amostras de Bacillus thuringiensis e varios primers (Figura 5).

01 02 03 04 0506 07 08 0910 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30

%3 e

FIGURA 5: Teste de pnmers com amostras de Bagillus thuringiensis. 01 e 02 — GOUO0S5, 03 e 04 -
MAU 0801, 05 e 06 OPC09, 07e 08 - OPG15, 09 e 10 — OPG20, 11 e 12 - OPI05, 13
e 14 OPMO7, 15 e 16 - OPM09, 17 e 18 - OPM12, 19 e 20 — OPM14, 21 e 22 —
OPM18, 23 e 24 —- OPM19, 25 e 26 — OPTO05, 27 e 28 — OPT09 e 29 e 30 — OPX04.

Cada reacso foi amplificada em 3 ciclos de 94° C por 1 minuto, 35° C por 1
minuto e 72° C por 2 minutos mais 34 ciclos de 94° C por 10 segundos, 40° C por
20 segundos 72° C por 5 minutos, conforme citado por OLIVEIRA(1998).

O volume total de cada reacao foi de 25pl contendo: 2,5 pl de Tamp&o da
Taq DNA polimerase (Tris-HCI 10 mM(pH 8,0), KCI 50 mM. MgCl, 15mM), 3 pl de
DNA (10 ng/ui), 0.3 ul de Taq DNA polimerase (5U/pl), 2,5 pl primer (4 pmol/ul),
0,5 pl de desoxiribonucleotideo trifosfato (10 mM de cada - dATP, dTTP, dCTP e

dGTP), completando-se o resto com agua ultrapura. Também na reacgédo de
amplificacéo, utilizou-se um controle contendo todos os componentes, exceto o

DNA, verificando-se assim possiveis contaminagoes.
Ao término das reagdes, os fragmentos de DNA amplificados foram

separados por eletroforese em géis de agarose a 1,5%, preparados de acordo
com SAMBROOK et al., (1989) e corridos a 150 volts por aproximadamente 2
horas em tampao TBE 0,5 X (Tris-Borato 0,045M e EDTA 0,001 M). Utilizou-se
como padrao de peso molecular o 100 pb e 1 Kb DNA ladder.

A cada 12 ul de amostra foi adicionado um tampé&o de carregamento (azul
de bromofenol 3,61 M, xileno cianol 4,64 M, sacarose 1,17 M e EDTA 0,1 M pH8)
na proporgéo de 5:1. Para avaliagao, os géis de agarose foram corados com EtBr

(0,5ug/ml), observados em transluminador UV e fotografado em Video
Documentation System da Pharmacia Biotech usando filtro laranja.

Foi feita uma repeticao de amplificagéo para cada primer, para confirmar os

padrdes de bandas obtidos.
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3.4. ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o programa STATISTICA STATSOFT para se efetuar as
analises estatisticas e gerar os dendogramas.
Construiu-se uma matriz binéria (1/0), onde as bandas presentes foram

registradas como 1 e as ausentes como zero. Apenas as bandas mais intensas

foram consideradas. Esses dados foram utilizados para determinar g

Porcentagem de desacordo entre todos os possiveis pares de entrada, com base
em PUTERKA et al. (1993):Porcentagem de Desacordo (PD) = Nag / Ny . onde
Nag € o nimero total de bandas polimorficas entre os dois genétipos comparados
e Ny é o nimero de bandas. As distancias genéticas foram baseadas também no
Percentual de desacordo ou distancias genéticas comuns (SKROCH et af,, 1992),
As distancias genéticas comuns obtidas foram utilizadas para as analises de
agrupamento das colénias de Bacillus thuringiensis pelo método UPGMA
(Unweighted pair-group method using arthmetic averages) que ¢ um método nao
ponderado de agrupamento aos pares utilizando medias aritméticas que agrupa,
inicialmente, individuos mais similares e assim, sucessivamente, até os individuos

Ou grupos mais distantes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. SELEGAO E IDENTIFICAGAO DE CEPAS Bacillus thuringiensis

Recolheu-se aproximadamente 370 amostras de solo da regido do
Triangulo Mineiro e regides adjacentes, de diferentes localidades. Destas,
aproximadamente 314 apresentaram crescimento bacteriano em meio LB com
penicilina, sendo selecionadas amostras com aspectos morfoldgicos diferentes e

observadas em microscopio de contraste de fase. Descartou-se as amostras que

nN&o apresentavam caracteristicas tipicas de Bacillus thuringiensis, bem como

algumas que apresentavam contaminagées diversas.
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Utilizou-se de um microscopio de contraste de fase com lente de 100 vezes

de aumento visualizando o cristal intracelular caracterizando assim como Bacillus
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thuringiensis de acordo com HABIB & ANDRADE (1998). O cristal foi visualizado

tanto dentro da bactéria como livre no meio liquido (Figura 6).
Estes resultados estdo de acordo com a literatura que cita que o Bacillus

thuringiensis é encontrado em muitos tipos de substratos e em diferentes lugares
do mundo (MARTIN & TRAVERS, 1989; SMITH & COUCH, 1991; DULMAGE &

AIZAWA, 1982).

4.2. TESTES DE PATOGENICIDADE

Nos testes de patogenicidade efetuados com as 25 amostras de Bacillus
thuringiensis observou-se que as larvas neonatas de Spodoptera frugiperda

(Lepidéptera: Noctuidae) apresentaram mortalidade variando de 0 a 26%

conforme indicado na Tabela 6.
Observou-se que certas larvas apresentaram uma acentuada diminui¢éo

no desenvolvimento, chegando em alguns casos a 1/5 do tamanho de uma
lagarta com o mesmo periodo de vida. Ja nas larvas que sofreram mortalidade,
pode-se notar que estas se afastavam da dieta, diminuiam a mobilidade, nao
reagindo ao toque, adquirindo uma coloracdo sem brilho e ficando com o
tegumento flacido. Este comportamento é explicado por HABIB & ANDRADE
(1998), causado por distirbios no intestino, invaséo do patégeno na hemolinfa e \
actmulo de alimento mal digerido no intestino.

A causa primaria da diferenca na susceptibilidade esta no espectro de
atividade da propria delta-endotoxina. A delta-endotoxina de distintas cepas pode
matar diferentes espécies de insetos ou diferir no seu grau de atividade sobre
eles. Assim, podem existir cepas efetivas sobre uma mesma espécie, porém com
distintos graus de patogenicidade, além do que, cepas que n&do s&o
evidentemente eficientes para uma determinada espécie podem ser muito ativas

sobre outras (DULMAGE, 1981).
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~as neonatas de Spodopiera rugiperda (Lepiddptera:
testes de patogenicidade com amostras coletadas no
padréo 01 especifica para Lepidopteros.

TADCI A 6 .
Fat=i= - AmrdalidaAs AY ~
' L V. p\llul tainaaQe (‘%] dc i

Noctuidae) utilizadas em

Triangulo Mineiro e & cepa

N. Mort.(%) Origem’ 1 N.  Mort.( Origem
e e emeem e e e a2 o e i e R e e -%)M_.g_.__,,,_,_,ﬂ,‘____ﬂAE__,A_i_%A:‘

03 0.0  Campina Verde 16 0.0 Uberlandia

04 0.0 Cascalho Rico 17 8.3  Araguari

05 0.0 Monte Alegre 18 26.0 Uberlandia

06 8.3 Capindpolis 19 4.2 Indiandpolis

07 0.0 Tupaciguara 20 4.2 Santa Juliana

08 0.0  Grupiara 21 45 Nova Ponte

09 00 Indiandpolis 22 9.0 Monte Carmelo

10 00 Prata 23 12.5 Monte Alegre

11 42  Araguari 24 16.7 Tupaciguara

12 20.9 Capindpolis 25 8.3  Capinopolis

13 250 Monte Alegre 26 4.3 Monte Carmelo

14 g3  Canapolis 27 0.0 Santa Juliana

15 0.0 S&o Francisco de Sales 01 65.0 CNPMA-EMBRAPA

Analisou-se através do programa STATISTICA STATSOFT a correlagao
entre o pH do solo de onde foram retiradas as amostras com o nivel de
m Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

mortalidade destas cepas €
r = 0,22), porém nao significativa.

(TABELA 7). Houve correlacéo positiva (

solo e mortalidade (%) das amostras retiradas da_[gjgiég do Triangulo Mineiro

TABELA 7 —pH do

AMOSTRAS pH MORTALIDADE AMOSTRAS pH MORTALIDADE
3 52 0,0 - 18 53 0,0
4 6,2 0,0 17 54 8,3
5 5,7 0,0 18 5,8 26,0
7 5,8 0,0 19 5,4 4,2
8 56 0,0 20 8,2 4,2
9 5,4 0,0 21 5,6 4,5
10 6,2 0,0 22 6,4 9.0
11 5,8 4,2 23 7.7 12,5
12 6,0 20,9 24 5,9 18,7
13 5,7 25,0 25 6,0 8,3
14 6.0 8,3 26 5.8 43
15 56 0,0 27 6,1 0,0
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4.3. DETERMINAGAO DA ESPECIFICIDADE INSETICIDA DE Bacillus

thuringiensis POR PCR

Tanto as bactérias padrdo (atividade inseficida conhecida), quanto as
bactérias amostradas na regido do Triangulo Mineiro, foram cultivadas em meio
LB mais penicilina G (que e seletiva para Bacillus thuringiensis), em seguida,
identificadas em microscopio de contraste de fase com lente de 100 vezes de
aumento, constatando-se a presenca do cristal protéico (Figura 6). Foram feitos
testes de patogenicidade (Tabela 6) com estas bactérias, verificando-se em 60%,
niveis variados (0 & 26%) de mortalidade em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidade). Extraiu-se DNA total de todas as bactérias e montou-se a reacdo de
PCR com os primers Universais. Em sequéncia, aplicou-se o produto amplificado
em gel de agarose 2% e visualizou-se em transluminador UV. Os primers
Universais utilizados na determinacdo da especificidade ndo classificaram
nenhuma amostra, para as ordens de Diptera, Lepidoptera ou Coledptera (Figura
7). Somente amplificaram as bactérias padrdo. Salienta-se que no processo de
otimizacdo dos primers (Figura 4), as variagbes de condi¢des nao foram
determinantes para a amplificagdo, pois todas geraram produtos especificos de

igual intensidade.
15 1617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 B 28

3

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1112 13 14

FIGURA'7: Amplificagdo com primer Universal com especificidad

Marcadores 01- Bacillus thuringiensis var Thuringiensis, 02 — Baciflus
thuringiensis var Isrraelensis, 03 a 27 — Bacillus thuringiensisi amostrados na
regido do Triangulo Mineiro, 28 ~ Bacillus thuringiensis var Purdue, B ~

Branco.

O uso destes primers universais € um rapido metodo para deteccdo e
diferenciagdo (pelos seus perfis de PCR) de cepas coletadas de Bacillus

thuringiensis predizendo suas atividades inseticidas para subsequentes ensaios
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FIGURA 8. Amplificacdo com primer
Universal especifico para
Lepidoptero utilizando as
mesmas condi¢des para
ambos. M — Marcador, 01
Bacillus  thuringiensis var
thuringiensisi (Extracdo de
DNA), 02 -  Bacillus
thuringiensis var
thuringiensis (Cultura liquida)

contra Lepiddptera, Diptera e Coledptera. Este método enriquece as estratégias
de PCR para selegao de conhecidos genes cry, nao abrangendo novos genes que
devem ser sondados com primers especificos dentro de cada ordem (BEM-DOV
et al, 1997). Como hipotese para a nao amplificacdo de nenhuma amostra
coletada na regido do Tridngulo Mineiro pode ter ocorrido uma mudanga no ponto
de insercdo do primer, ndo permitindo seu anelamento correto e portanto, o
surgimento da banda caracteristica no gel de agarose. Esta mudanca pode
resultar na perda do efeito inseticida da bactéria, bem como o surgimento de uma
nova proteina inseticida com efeitos e hospedeiros desconhecidos. VALADARES
et al. (1998) cita que a associagdo dos processos de conjugacdo e mobilizagéo
dos genes de delta-endotoxina, mediada pelos elementos moéveis adjacentes a
estes, pode ter contribuido para a origem da multiplicidade e diversidade das
proteinas cristal apresentadas pelas cepas de Bacillus thuringiensis. Por sua vez,
a diversidade confere um potencial adaptativo extremamente forte a essa bactéria
em termos de inseto-alvo.

Em teste de reagées de PCR com os primers Universais utilizou-se
amostras de DNA extraido e amosgtras da prgpria cultura liquida da bactéria, nas
mesmas condigdes. Observou-se a masma padréo de bandas amplificadas, tanto
na amostra de DNA extraido quantp na cultyra liquida (Figura 8). WHITELEY &
SCHNEPF (1986) cita que em dados gptidoi em varios métodos experimentais
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(transconjugacao, clonagem e hibridizaggo) ficou evidenciado que os genes de
cristais protéicos estdo localizados em um ou mais plasmideos. Em alguns casos
eles podem estar localizados no cromossomo, esclarecendo portanto, a
necessidade de se fazer uma andlise de DNA total na determinagdo da
especificidade da bactéria em estudo. Com o uso da cultura liquida pode-se
agilizar o processo de busca de novas cepas, ndo havendo a necessidade de
extracdo de DNA, que além de demorada pode carregar certos riscos como
residuos de fenol que podem inibir a reagao de amplificagcdo (ROUX 1995), o que

nao foi o caso, pois as condigdes de extragéo e amplificacdo foram as mesmas,

tanto para as bactérias padrdo, como para as amostras.

4.4. DETERMINACAO DE POLIMORFISMOS ENTRE AMOSTRAS DE Bacillus
thuringiensis UTILIZANDO RAPD-PCR

A principio as amplificacbes apresentaram bandas fracas e falhas quando
em analise no gel de agarose 1,5%. Adicionou-se entdo Furified BSA (Bovine
Serum Albumine), albumina de soro bovino purificada na reagéo com excelentes

resultados (FIGURA 9). O BSA é comumente utilizado como um estabilizador de
atividades enzimaticas contra a desnaturagao durante o armazenamento,
. . 7 g ; , - 1 1 \
diluicées ou reagdes enzimaticas in vitro tais como clivagem de DNA, sintese de
cDNA ou ligacdes. Aparentemente 0 BSA no ensaio RAPD estabiliza a Tag DNA
polimerase protegendo-a de impurezas agregadas ao DNA gendmico bem como
de ions presentes na superficie de alguns tipos de plasticos utilizados na
fabricacdo de microtubos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). O BSA

(10mg/ml) foi utilizado na proporgéo de 10% do volume final de cada reacéo.
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Padrdo de amplificagdo d
Thuringiensis, 02 — Bacillus thuringiensis var Isrraelensis, 03 a 27 — Bacillus

thuringiensisi amostrados na regido do Triangulo Mineiro, 28 — Bacillus
thuringiensis var Purdue, B — Branco, M — Marcador

Pelo RAPD foram selecionados 13 primers entre as 25 amostras de
Bacillus thuringiensis, resultando em 190 bandas aproveitaveis, com tamanho
variando entre 200 e 2600 pb, sendo apenas uma monomobrfica e 189

polimorficas. A Tabela 7 apresenta um resumo das informagGes geradas por cada

primer individualmente.

TABELA 8: Relaggo do nimero total de bandas amplificadas, monoméorficas e tamanho estimado
das bandas por primers para as cepas de Bacillus thuringiensis ‘
BANDAS
PRIMER TOTAIS MONOMORFICAS TAMANHO (pb)
OPC09 13 00 300 - 2100
OPC11 17 00 200 - 2000
OPG15 17 00 300 - 1500
OPI10 10 00 450 - 2300
OPMO05 11 00 600 - 2070
OPMO7 23 00 250 - 2500
OPM12 14 00 310 -2100
OPM14 16 01 300 - 2600
OPM18 12 00 470 - 2070
OPM19 16 00 270 - 2300
OPTO06 12 00 460 - 2100
OPT13 13 00 300 - 2300
OPX04 16 00 430 - 2300
Total 190 01
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O dendrograma resultante de todos os primers mostrou que ao nivel de
29% de dissimilaridade genética, houve uma separagao das amostras de Bacillus
thuringiensis em 3 grupos sendo o primeiro constituido do padrdo para
Lepiddptero (C1) mais 24 amostras e o padréo para Coledptero, o segundo, 2
amostras das regides de Indiandpolis e Araguari (MG) e o terceiro, separou o
padrao para Diptero.

Ao nivel de 26% nota-se uma divisdo em cinco grupos com o maior deles
abrangendo as 22 cepas mais proximas geneticamente do Bacillus thuringiensis
var thuringiensis, o que mesmo nao as caracterizando patogénicas para
Lepiddpteros, as coloca como integrantes deste grupo que segundo a literatura é
o grupo mais abrangente (HOFTE & WHITELEY, 1989).
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GUIM |0 l)endf() ama representa .VO da d stancia genetlca pOI POIcentageln de Desacordp e A Ilj'pa.m I

I : ‘ 'tE)dO de U C‘}N’t téntle oS '21:8 genétipos (25 all)OStl as e 3 padl oes de BaCI//US thunnglens,'s)
pe 0 me F A

i / 3 As amostras C1, C2 e C28
i res RAPD obtidos por 13 primers decamergs. _
ggrri;irl]oogz;r?gsn::?ﬁa((jl?epidépteros), cry 4 (Dipteros) e cry 28 (Coledpteros) respectivamente

33



C._ 1 2 3 4 5 8 7. 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 8
110,00

21032 000

31022 032 000

41021 033 017 0,00

51024 031 018 017 0,00

6023 034 018 0,16 0,48 0,00

71027 030 018 0,17 0,19 0,18 0,00

8 029 032 020 023 024 0,12 020 0,00

91032 033 030 031 033 033 030 030 0,00

10/026 038 024 024 024 020 0,18 028 037 000

11]029 033 029 023 024 028 026 032 028 031 0,00

121032 030 028 028 025 029 023 031 033 033 030 000

13|027 035 021 019 023 023 0,19 026 035 023 028 026 0,00

141022 029 019 0,17 020 017 0714 025 034 018 030 028 017 0,00

151024 033 023 0119 022 020 020 027 037 019 024 033 021 009 0,00

16| 025 032 021 047 020 0,19 043 025 035 043 030 028 0,8 008 0,3 000

171020 029 020 016 0,19 0,17 046 024 031 0,18 028 029 016 009 0,14 0,11 0,00

181023 033 020 0,16 019 0118 0,16 024 035 0,45 030 031 015 007 012 009 0,10 0,00

191028 036 023 024 023 025 023 032 034 026 028 033 025 0,18 021 020 023 0,48 0,00

20|0234 039 024 022 027 024 025 028 0234 027 030 034 020 021 022 023 023 0,16 028 0,00

2411029 034 018 018 021 0,18 0,16 022 034 022 029 030 013 0,15 0,48 0,47 0,117 0,1 022 020 0,00

221025 033 020 020 022 018 0,117 023 034 017 031 030 0,47 005 0,42 0,10 013 007 019 019 0,11 0,00

231031 038 025 023 027 023 023 027 034 023 031 033 023 0417 0,48 0,7 020 016 026 0,10 024 0,17 0,00

241025 031 0,18 015 020 017 012 019 032 020 030 030 0,16 009 0,13 042 011 009 020 023 008 0,10 0,19 0,00
251027 028 028 025 027 025 024 026 033 0,230 032 0,16 023 023 027 027 020 024 032 034 029 024 032 025 0,00
261022 032 021 018 022 0,18 0,16 023 026 0,16 032 028 0,48 004 0,90 008 011 008 0,18 022 0,13 004 0,18 0,09 023 0,00
271030 035 018 013 022 021 021 024 032 025 028 032 019 0,18

0,20 0,49 0,17 0,47 025 012 0,18 0,18 0,96 0,17 028 0,18 0,00
022 020 016 0119 022 026 020 021 025 0,16 024 0,18 0,19 0,00
expressa em Porcentagem de Desacordo,

obtida para 03 cepas de Bacillus thuringiensis (thuringiensis,
israelensis e purdue) e 25 cepas amostradas na regido do Triangulo Mineiro por meio de 189 marcadores RAPD, gerados por 13 primers
decameros.

281025 028 021 0,18 019 020 018 025 027 028 027 027 019 0,118
FIGURA 11: Matriz das distancias genéticas

As cepas assinaladas apresentam a maior e menor distancia genética registrada.
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Quando reuniu-se os dados obtidos com todos os primers, obteve-se um
total de 189 marcadores, com uma média de 14,5 polimorfismos por primer para
as cepas. Estes valores demonstram o alto grau de variabilidade desta espécie, o
que em parte pode explicar o ndo anelamento dos primers Universais por
mudancgas que podem ter ocorrido no ponto de anelamento.

Na matriz das distancias genéticas pode-se notar que a maior porcentagem
(39%) ficou entre a cepa 20 (Santa Juliana) e a cepa 2 (Bacillus thuringiensis var
israelensis). Este valor relativamente alto de dissimilaridade genética em parte
pode ser explicada pela suposta especificidade da cepa 20 que parece ser para
Lepidépteros, ja que em teste de patogenicidade ela provocou uma mortalidade
de 4,2%, enquanto que a cepa 2 é reconhecidamente especifica para Dipteros. Ja
a dupla que apresentou a menor disténcia genéetica (menos de 4%) foram as

cepas 14 (Canapolis) e 26 (Monte Carmelo), que se encontram a 26% do grupo

mais proximo da cepa 1 (Bacillus thuringiensis var thuringiensis)

reconhecidamente especifica para Lepidopteros. Também em testes de
patogenicidade as cepas 14 e 26 apresentaram valores baixos (8,3 e 4,3%,
respectivamente) de mortalidade em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:

Noctuidae).
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5. CONCLUSOES

1) Comprovou-se a presenga de cepas de Bacillus. thuringiensis em algumas
localidades do Tridngulo Mineiro, apresentando uma distancia genética num

intervalo de 3.75% a 32.76%, caracterizando uma alta variabilidade genética;

2) Ao nivel de 29% de dissimilaridade genética, houve uma separacéo das

amostras de Bacillus thuringiensis em 3 grupos sendo o primeiro - o padrdo
para Lepidéptero mais 24 amostras e o padréo para Coledptero, o segundo - 2
amostras das regides de Indiandpolis e Araguari (MG) e o terceiro - o padrao

para Diptero;
3) Os primers Universais ndo foram eficientes em distinguir, dentro das ordens

Coledptera, Diptera e Lepidoptera, as cepas de Bacillus thuringiensis
coletadas e selecionadas na regido do Tridngulo Mineiro, mesmo amplificando

as cepas padrao que apresentavam os padroes esperados;

4) Algumas cepas da regigo do Triangulo Mineiro testadas, causaram mortalidade

em larvas neonatas de Spodoptera frugiperda numa variagéo de 0 a 26%.
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