NOVOS ISOLADOS E PROTEINAS CRY DE BACILLUS THURINGIENSIS
APLICADOS NO CONTROLE DE LAGARTAS DE SPODOPTERA FRUGIPERDA
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O arroz destaca-se por sua importancia econémica e comercial, sendo largamente
produzido por diversos paises do mundo. No Brasil a producéo de arroz em casca chega a
9,5 milhdes de toneladas (Pinto et al., 2003), sendo que, no Estado do Rio Grande do Sul ha
um constante aumento na area de cultivo (Weber et al., 2003). Porém, ocorrem perdas na
produtividade desta cultura devido ao ataque de pragas de diversas espécies.

Considerada um inseto—praga da fase inicial da cultura do arroz irrigado e também
do arroz sequeiro, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) ataca as partes aéreas
da planta, chegando a destruir completamente a cultura quando néo irrigada (Alves, 1992).
Nessa cultura os lepidépteros vém sendo controlados através da aplicacdo de inseticidas
quimicos, 0s quais mostram-se poucos seletivos aos inimigos naturais, sendo esses
responsaveis pelo alto impacto ambiental nas areas de cultivo. Sendo assim, as bactérias
entomopatogénicas sao utilizadas como alternativa de controle biolégico de insetos-praga.

Dentre estas, destaca-se Bacillus thuringiensis (Bt), que se caracteriza pela
producao de cristais durante a esporulacao (Hofte & Whiteley, 1989). Estes cristais possuem
toxinas que sdo ativadas no intestino médio de insetos susceptiveis. De acordo com a
classificacdo dos genes cry de B. thuringiensis, as proteinas Cry codificadas por estes
genes sao divididas conforme sua atividade inseticida (Crickmore et al., 1998). Com o
objetivo de selecionar novos isolados e proteinas Cry dessa bactéria para aplicacdo no
manejo de lepidépteros na orizicultura, foram realizados ensaios de seletividade in vivo e da
analise de proteinas Cry in vitro.

Na pré-selecdo as cepas de B. thuringiensis foram previamente isoladas de solo de
regides orizicolas do Rio Grande do Sul, e os isolados selecionados foram crescidos em
meio usual glicosado por 48h, a 28°C e 180 rpm. Em seguida foram centrifugados a 5000
rpm por 15 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet bacteriano foi ressuspendido em
agua destilada esterilizada e foi realizada a contagem de células em Camara de Neubauer e
microscopia Optica. Para os ensaios in vivo, lagartas do 3° instar de S. frugiperda foram
acondicionadas individualmente em mini-placas de acrilico contendo dieta artificial e 100 pL
da suspensédo bacteriana a 1.10" células/mL. Na testemunha o tratamento foi substituido
por dgua destilada e esterilizada. Nos bioensaios foram utilizados 20 insetos para cada
tratamento. A mortalidade foi analisada no 7° dia apés a aplicagcdo dos tratamentos e
corrigida pela formula de Abbott.

Os resultados da toxicidade dos 24 isolados testados mostraram que 58% foram
patogénicos a espécie alvo, causando mortalidade corrigida entre 5% e 100% (Figura 1).
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Isolados de B. thuringiensis

Figura 1. Toxicidade de novos isolados de B. thuringiensis em lagartas de 3° instar
de S. frugiperda.

Os isolados que causaram mortalidade superior a 30% foram classificados de acordo
com a sua regido de origem, cujos dados encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Dados dos isolados de Bacillus thuringiensis obtidos de amostras de solo das
regides orizicolas do RS, UNISINOS/IRGA, 2003.

Isolados  Regi&o Municipio Textura MO' Ca® Mg® MC*
Bt1733-6 Dep. Central Agudo 24 43 13,3 3,1 31,6%
Bt 3474-1 Dep. Central Cacapava 24 61 5 2,2 40%
Bt 2603-3 Litoral Capivari Sul 7 54 31 0,8 60%
Bt 2603-8 Litoral Capivari Sul 7 54 31 0,8 60%
Bt 1958-2 Litoral Arroio Grande 17 71 19 1,1 100%

(1)- Matéria organica; (2)- Célcio; (3)- Magnésio; (4)- Mortalidade corrigida.

Conforme a Tabela 1, a cepa Bt 1958-2 mostrou 100% de efeito letal & espécie alvo.
Considerando as caracteristicas do solo da regido de coleta desta amostra, foi observado
uma maior concentracdo de matéria organica, e menor de Célcio e Magnésio. Comparando
estes dados com as demais regibes, constata-se uma pequena diferenca nestes
parametros. Devido a auséncia de estudos a respeito da distribuicdo e da relacdo ecoldgica
deste microrganismo, esses dados sugerem que a patogenicidade de novas cepas de B.
thuringiensis pode estar relacionado com as caracteristicas do solo, pois 0 mesmo
representa o habitat natural do entomopatdgeno.

Entre os 24 isolados avaliados, 10 ndo apresentaram efeito toxico a lagarta-militar,
sendo esses: Bt 1737-2, Bt 1732-12, Bt 1950-1, Bt1871-16, Bt 2612-1, Bt 1736-3, Bt 2049-3,
Bt 1954-8, Bt 1871-1 e Bt 1871-2.

A analise do perfil das proteinas Cry, presentes nos novos isolados de B.
thuringiensis, através de SDS-PAGE a 10% (Laemmli, 1970) encontram-se ilustradas na

Figura 2.
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Figura 2. Perfil protéico em SDS-PAGE (10%) dos isolados de Bacillus thuringiensis com
atividade inseticida contra lagartas de Spodoptera frugiperda. (M) Marcador de
Peso Molecular, (1) Bt 1733-6, (2) Bt 3474-1, (3) Bt 2603-8, (4) Bt 2603-3, (5) Bt
1958-2, (C) Bt aizawai.

O isolado Bt 1958-2 que apresentou alto potencial inseticida sera avaliado para a
determinacdo da Concentracdo Letal Média (CLso), a qual podera ser utilizado para
formulacdo de um bioinseticida, assim como serdo purificadas as proteinas Cry cujo peso
molecular predominante encontra-se entre 200 e 97kDa. Em seguida, também sera
determinada a CLs para cada proteina sintetizada pelo isolado, as quais sao codificadas por
genes cry promissores na engenharia genética de plantas resistentes aos lepiddpteros
pragas da cultura do arroz, especialmente as lagartas de S. frugiperda.
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