DETECCAO DOS GENES INSETICIDAS CRY1D E CRY1AC EM CEPAS DE
BACILLUS THURINGIENSIS

Déhorah Helofsa Bittencourt Machado'
Jéssica Leticia Abreu Martins 2

Lucas Silveira Garcia ®

Caio Henrique Vieira Barbosa’
Fernando Hercos Valicente®

RESUMO

Foi realizado um trabalho de caracterizagcdo de quatro cepas de Bacillus thuringiensis que
possuem toxicidade aleatdrea contra Spodoptera frugiperda e detectar a presenca dos genes
crylD e crylAc. Foram realizadas PCR’s com os primers para detec¢do da presenca dos
genes CrylD e CrylAc, utilizando as cepas 1644 e HD1 como controles positivos. Foi
detectada a presenca de CrylD em 3 das 4 cepas testadas, enquanto para CrylAc néo foi

identificada a presenca do gene em nenhuma das cepas.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus thuringiensis; Genes Cry, Spodoptera frugiperda.

1 INTRODUCAO

O Brasil vem se destacando na producdo de milho no cenario mundial, responsavel
por aproximadamente 10% da producdo em 2005, atras apenas dos Estados Unidos e da China
(DUARTE et. al., 2011). O acréscimo na producdo dessa cultura se da a aplicacdo de novas
tecnologias de manejo, dentre elas podemos destacar a utilizacdo de agentes promotores de
controle biolégico, como o Bacillus Thuringiensis, no controle populacional de insetos
(CUSTODIO, et al. 2016).
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A Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) é considerada uma praga priméria da cultura do milho.
Além do milho, essa espécie se apresenta como potencial praga de

outras culturas importantes na economia, como: algoddo, arroz, tomate, trigo e sorgo
(CRUZ et. al, 1999). No milho, as lagartas mais novas dessa espécie provocam 0 que €é
conhecido como “raspagem”, por literalmente, rasparem a superficie foliar. Ja as lagartas mais
velhas buscam a seguranga do cartucho do milho (BUSATO et. al., 2006). Segundo Hruska e
Gould (1997), a Spodoptera frugiperda pode causar danos de 73% na producdo de milho em
casos de ataque intenso.

O Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram positiva, se apresenta na morfologia
bastonete, capaz de produzir inclusdes proteicas durante a fase de esporulacdo, sendo Uteis no
controle populacional de insetos (POLANCZYK, 2004). De acordo com Valadares et al.,
(1998) o Bacillus thuringiensis movimenta cerca de 90% do mercado de bioinseticidas. A
toxicidade do Bacillus thuringiensis se deve a presenca de inclusbes parasporais, onde 0sS
mesmos podem se constituir pelas proteinas Cry, Vip e Cyt (BRAVO et al., 2007). Os cristais
proteicos sdo produzidos no inicio da esporulacéo sdo solubilizados quando em meio alcalino.
Apdbs a solubilizacdo dos cristais, na presenca de proteases, 0s cristais proteicos liberam
fragmentos proteicos tdxicos denominados d-endotoxinas que atuam no sistema digestivo do
inseto, levando-o & morte (POLANCZYK, 2004; VALICENTE, 2009). Desta forma, através
de pesquisa experimental de carater qualitativo e quantitativo o objetivo geral deste trabalho é
caracterizar quatro cepas de Bacillus thuringiensis que possuem toxicidade aleatorea contra
Spodoptera frugiperda, sendo os objetivos especificos detectar a presenca dos genes crylD e

crylAc.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado na Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas - MG, foram selecionadas
quatro cepas de Bacillus thuringiensis provenientes do banco de entomopatégenos do
laboratdrio de Controle Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo que apresentavam toxicidades
contra Spodoptera frugiperda variando entre 0% a 95%. Inicialmente foi realizada a extragédo
do DNA gendmico das cepas através do kit Wizard Genomic DNA purification. As amostras
foram quantificadas em aparelho nanodrop e diluidas a 100 ng/ul para a realizacao das PCR’s.

As sequencias de primers iniciadoras foram correspondentes aos genes crylD e
crylAc. As reacgdes constituiam em um volume final de 20 pl, compostas por 2ul de tampéo
10x, 0.8 ul de MgCl,, 1ul de DNTP, 0.2 ul de Taqg polimerase KAPA, 1 pl de cada par de



primer, 3 ul de DNA das cepas e 11 pl de H,O para completar o volume final da reacdo. O
programa de amplificacdo constituiu-se de 95° C de desnaturagéo inicial por dois minutos,
seguida por 30 ciclos de 95° C de desnaturacdo por um minuto, 55° C de anelamento por um
minuto, 72° C de extensdo por um minuto, tendo um tempo de extensao final de 72° C por 10
minutos. As amostras de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% a 80
Volts por aproximadamente uma hora, os fragmentos obtidos foram visualizados em luz ultra

violeta no aparelho fotodocumentador.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da PCR para identificacdo da presenca dos genes CrylD foram
satisfatorios, onde as cepas 939FB, 1145D e 1058A amplificaram na regido esperada de
aproximadamente 290pb de acordo com o controle positivo 1644, detectando a possivel
presenca do gene CrylD. A cepa 1168G ndo amplificou na regido esperada, ndo apresentando
nenhuma banda (figural), porém nas cepas testadas para amplificacdo do gene CrylAc apenas
o controle positivo foi amplificado, no entanto, as demais amostras nao apresentaram bandas,

comprovando a possivel auséncia do gene CrylAc (figura2).

939FB 1145D 1058A 1168G 1644

Figura 1: Amplificacdo das quatro cepas de Bacillus thuringiensis, para deteccdo do gene CrylD, cepa
1644 foi utilizada como controle positivo para presenca do gene.
Fonte: Dados do autor
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Figura 2: Amplificacéo das quatro cepas de Bacillus thuringiensis, para deteccdo do gene CrylAc, cepa
HD1 foi utilizada como controle positivo para presenca do gene.
Fonte: Dados do autor.

De acordo com Bravo et al., (1998) os isolados compostos por proteinas Cryl sdo
mais frequentes, estando em alta proporgéo em colec6es de Bacillus thuringiensis. Vilas-Boas
2002 destaca que as toxinas codificadas pelos genes Cry1 sdo especificas para lepiddpteros. A
toxicidade de algumas estirpes aos insetos-alvo pode ocorrer por causa das interacdes
sinérgicas entre as toxinas encontradas, ou mesmo, pela interacdo destas com 0S esSporos.
Portanto, se torna necessario realizar e analisar bioensaios com proteinas individuais e em
conjunto para confirmar a toxina responsavel pela mortalidade (LEE et al., 1996;
SCHENEPFS et al., 1998)

4 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, a presenca dos genes Cry1D nas cepas 939FB, 1145D e
1058 pode indicar que o material possui grande viabilidade no controle de lepidopteros praga.
A utilizacdo da cepa na formulagdo de biopesticidas pode ser uma estratégia interessante para
ser inserida no manejo integrado de pragas, reduzindo-se assim a necessidade de utilizacdo de

agroquimicos para realizar o controle.
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