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RESUMO GERAL

Os insetos-praga Sao responsaveis por causarem sérios prejuizos econémicos e
sociais a populacédo, seja por danos a producdo agricola ou pela transmissao de
doencas a pessoas e animais. As bactérias Bacillus thuringiensis (Bt) e Lisynibacillus
sphaericus (Ls) sdo amplamente estudadas devido o potencial inseticida que
apresenta a diferentes ordens. O objetivo desta pesquisa foi realizar a prospeccao de
novas cepas de B. thuringiensis e L. sphaericus com acéo inseticida a pragas de
importancia agricola e a vetores de doengas. 159 amostras de solo foram processadas
e originaram 125 isolados que foram armazenados no Colecdo de Bactérias de
Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Estes isolados foram
avaliados quanto a sua toxicidade a insetos da ordem Lepidoptera (Spodoptera
frugiperda, Helicoverpa armigera e Anticarsia gemmatalis), Coleoptera (Anthonomus
grandis) e Diptera (Aedes aegypti e Culex quinquefasciastus). As estirpes mais
patogénicas foram selecionadas e caracterizadas morfologicamente por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e pelo perfil proteico e molecular. Apos realizacdo dos
bioensaios, foi possivel selecionar pelos menos uma estirpe com alta atividade
inseticida para cada uma das seis espécies de insetos testados. Entre as estirpes
selecionadas, estdo S2728 e S2744 que apresentaram atividade inseticida para
Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis e inclusdes cristalinas evidenciadas por
MEV. A analise de genes classicos para Bt, via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), ndo apresentou nenhuma amplificacdo, sugerindo que outros fatores poderiam
estar associados a toxicidade dessas estirpes. Com o0 sequénciamento do genoma
dessas bactérias verificou-se que as mesmas pertencem ao complexo do grupo B.
cereus lato sensu, sem revelar com exatiddo as suas espécies. A analise das
sequéncias por BLASTn dos ORFs mostrou a presenca de um gene responsavel por
codificar uma proteina do grupo de Proteinas Indutoras de Necrose e etileno (NEP
Like Proteins - NLP). Este estudo também contribiu para o enriguecimento da Colec¢éo
de Batérias de Invertebrados, incluindo em seu acervo dois importantes recursos
genéticos que poderdo ter suas outras caracteristicas exploradas além de seus
potenciais inseticidas.

Palavras-chave: Bactérias entomopatogénicas. Controle biolégico. Lepidoptera.
Coleoptera. Diptera.



GENERAL ABSTRACT

Pest insects are responsible for causing serious economic and social damage to the
population, be it damage to agricultural production or the transmission of diseases to
people and animals. Bacillus thuringiensis (Bt) and Lisynibacillus sphaericus (LS)
bacteria are widely studied for pest control due to the insecticidal potential they present
to different orders, being exploited mainly for the formulation of bioinsecticides, or as
genes donor agents for the construction of transgenic plants. The objective of this
research was to prospect new strains of B. thuringiensis and L. sphaericus with
insecticidal activity against pests of agricultural importance and vectors diseases. 159
soil samples were processed, giving rise to 125 isolates that were stored in the
Invertebrate Bacteria Collection of Embrapa . These isolates were evaluated for their
toxicity to insects of Lepidoptera (Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera and
Anticarsia gemmatalis, Coleoptera (Anthonomus grandis) and Diptera (Aedes aegypti
and Culex quinquefasciastus) orders. The most pathogenic strains were selected and
characterized morphologically by scanning electron microscopy (SEM) and by the
protein and molecular profile. After performing the bioassays, was selected at least
one strain with high insecticidal activity for each of insects tested. Among the selected
strains, S2728 and S2744 showed insecticidal activity for Spodoptera frugiperda and
Anthonomus grandis, and presentes crystalline inclusions evidenced by SEM, leading
to believe that there were B. thuringiensis. However, the analysis of classical genes for
Bt, via polymerase chain reaction (PCR), did not generate any amplification,
suggesting that other factors could be associated with the toxicity of these strains, and
that is why the genome sequencing of these materials was performed using the
Novaseq sequencing system. The analyzes concluded that the strains belong to the
complex of B. cereus lato sense group, without revealing exactly the specie. Analysis
of ORFs' BLASTn sequences showed the presence of a gene responsible for encoding
a protein in the group of Necrosis-Inducing Proteins and ethylene (NEP Like Proteins
- NLP). This study also contributed to the enrichment of the EMBRAPA Bacteria
Invertebrate Collection, constituting an important genetic resource that can be
exploited for other skills besides the insecticidal potential.

Keywords: Entomopathogenic bactéria. Biological control. Lepidoptera. Coleoptera.
Diptera
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1. INTRODUGCAO GERAL

A Classe Insecta compreende uma das mais populosas e diversas a habitarem
a Terra, com quase um milhdo de espécies conhecidas. Destas, cerca de 15.000
espécies sdo consideradas pragas, que podem ser genericamente classificadas em
pragas de importancia agricola, médica, veterinaria e civil, sendo elas responsaveis
por causarem Sérios prejuizos econbmicos e sociais para populagdo
(CHATTOPADHYAY:; SEN, 2012).

No que se refere a pragas agricolas, em paises de clima tropical como o Brasil,
as chances de surtos populacionais desses insetos podem ser aumentadas em funcao
das elevadas taxas de umidade e temperatura, que favorecem nao apenas o rapido
desenvolvimento dos insetos, mas também, o plantio continuo de culturas como
graos, hortalicas e frutiferas que servem como fonte de alimento e contribuem para
manutencao desses insetos geracdo apds geracao.

Por outro lado, além de pragas que atacam plantas, essa condi¢ao climatica
associada ao crescimento populacional desorganizado, juntamente com a falta de
saneamento béasico e infraestrutura, tanto nos centros urbanos quanto em
comunidades rurais, contribuem para ocorréncia de surtos populacionais de insetos
vetores de doencas, como 0s mosquitos dos géneros Aedes e Culex, responsaveis
por transmitir doencas como a dengue, malaria, febre amarela e filariose linfatica
(ANGELO et al., 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Com o intuito de mitigar os efeitos causados por esses artropodes-praga,
algumas estratégias de controle vém sendo utilizadas e, apesar de diferentes métodos
de controle disponiveis, o quimico ainda € a principal forma utilizada e este, mesmo
sendo eficaz, tem causado impactos ao homem e ao ambiente.

Devido aos riscos, € importante reduzir o numero de pulverizacbes de
inseticidas sintéticos, e a integracdo entre os diferentes métodos de controle, pode
apresentar um importante avanco nas taticas de manejo. Entre as opc¢des disponiveis,
o controle biolégico surge como estratégia para reduzir o impacto causado por insetos-
praga, e consequentemente diminuir os prejuizos econémicos por eles causados.

Entre os agentes biologicos de controle, as bactérias Bacillus thuringiensis (Bt)
(Berliner, 1915) e Lysinibacillus sphaericus (Ls) (Meyer; Neide 1904) vem sendo
amplamente estudadas para controle de pragas por apresentarem alto potencial

inseticida.
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Ambos os microrganismos séo de ocorréncia natural em diferentes substratos,
incluindo solo, &gua, residuos de graos, poeiras, materiais vegetais e insetos que
apresentam como principal caracteristica a formacao intracelular de um cristal proteico
durante a fase vegetativa que é liberado juntamente com os esporos durante a fase
de esporulagéo (LAMBERT; PEFEROEN, 1992).

As bactérias B. thuringiensis e L. sphaericus vém sendo principalmente
exploradas para formulacdo de bioinseticidas, que contém como principio ativo o
complexo esporo/cristal com alta especificidade para seus alvos, inocuidade para o
homem e ao ambiente. E ainda, no caso de B. thuringiensis, outra forma de exploracao
se da pela construcéo de eventos transgénicos contendo genes cry ou vip (De MAAGD
et al., 1999).

Vale ressaltar, que além das toxinas inseticidas, outros compostos produzidos
por B. thuringiensis e L. sphaericus tém sido relatados para diferentes finalidades,
como producédo de fito-hormonios, proteinas solubilizadoras de fosfato e sideroforos
(BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001; CHERIF et al., 2003) ac&o citotdxica contra
células tumorais de cancer humano (OHBA et al., 2009; SABIA JUNIOR, 2015),
producdo de agentes antimicrobianos e biorremediagcdo de areas contaminadas
(BUSTOS, IBARRA, DUSSAN, 2018; GAUR et al, 2019).

Ciente da versatilidade que esses microrganismos apresentam, a prospeccgao
de novos isolados, a partir de recursos naturais como agua, planta e solo, é de
extrema importancia, pois fornece subsidios para o desenvolvimento de ativos
biotecnolégicos que podem conduzir a descoberta de novos produtos.

Diante do exposto, essa tese foi composta de quatro capitulos, sendo o
Capitulo | uma revisdo bibliografica abordando alguns dos aspectos mais relevantes
sobre o estilo de vida, mecanismo de acdo e proteinas inseticidas de B. thuringiensis
e L. sphaericus e outras bactérias entomopatogénicas. O Capitulo Il traz os resultados
obtidos do isolamento de novas cepas de Bacillus e Lysinibacillus e a caracterizagéo
dessas estirpes toxicas a algumas pragas de importancia agricola: Anticarsia
gemmatalis, Helicoverpa armigera, Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis,
guanto a sua, atividade inseticida (bioensaios) e quanto ao perfil bioquimico (SDS-
PAGE), molecular (PCR) e morfolégico (MEV). O Capitulo Il abordara a
caracterizacao de estirpes de B. thuringiensis, Bacillus sp e L. sphaericus ativas aos

insetos vetores Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti e o Capitulo IV abordara a
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montagem e analise parcial do genoma das estirpes de Bacillus sp. S2728 e S2744

com atividade inseticida a S. frugiperda e A. grandis.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 IMPACTOS CAUSADOS POR INSETOS-PRAGA

2.1.1 Lepiddépteros desfolhadores: Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae), Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

O atual sistema agricola € marcado pelo cultivo em larga escala e a frequente
sucessdo de culturas, como soja, milho e algoddo, que podem hospedar espécies
pragas em comum, como as lagartas desfolhadoras Anticarsia gemmatalis Hubner,
1818 (Lepidoptera: Erebidae), Spodoptera frugiperda Smith, 1979 (Lepidoptera:
Noctuidae) e Helicoverpa armigera Hubner, 1805 (Lepidoptera: Noctuidae).

Anticarsia gemmatalis € considerada praga primaria da soja, Glycine max L.,
responsavel por sérios prejuizos devido sua ocorréncia e abundancia em quase todas
as regibes produtoras desta cultura. Seus ataques podem ser detectados em
praticamente todo ciclo fenolégico da planta, desde a emergéncia até a maturacéo
fisiolégica dos grdos (MOSCARDI et al., 2012). Inicialmente, as lagartas mais novas
raspam as folhas, produzindo pequenos danos, porém, a medida que crescem, ficam
mais vorazes, destruindo as folhas e até hastes mais finas, podendo cada lagarta
consumir em média de 100 a 150 cm? de area foliar (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000).
Em alguns casos, sob altos niveis de infestacdo, esse consumo pode provocar até
100% de desfolha na planta (LOURENCAO et al., 2010).

A lagarta H. armigera apresenta ampla distribui¢cdo geogréafica no mundo, como
na Europa, Asia, Africa e Oceania (ZALUCKI et al. 1986, GUO 1997). No Brasil, foi
detectada pela primeira vez em 2013, atacando os cultivos de soja e algodao nos
Estados da Bahia, Goias e Mato Grosso (CZEPAK et al., 2013a, 2013b). Em plantas
de algodao, estima-se que uma lagarta (em um ciclo de vida) pode consumir em média
9,7 estruturas reprodutivas, causando uma reducao na produtividade do algodoeiro
em aproximadamente 14% (PAPA et al., 2016). Para se ter ideia do impacto causado

por essa praga estima-se que anualmente sao perdidos mais de US$ 2 bilhdes em
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todo mundo devido aos danos causados por H. armigera, em diversas culturas (TAY
et al., 2013).

Atualmente, devido as suas caracteristicas bioldgicas e comportamentais como
alta fecundidade, alta capacidade de dispersado, polifagia e diapausa facultativa,
acredita-se que H. armigera esteja amplamente disseminada por todo territorio
Brasileiro, atacando vérios sistemas de cultivos agricolas, como gréos, cereais,
hortalicas, frutiferas e até mesmo plantas daninhas (AVILA et al., 2013; BUENO et al.,
2014).

Spodoptera frugiperda ou lagarta-do-cartucho-milho é considerada praga
primaria na cultura do milho. E uma mariposa de habitos noturnos e migratérios, que
apresenta alta mobilidade (GALLO et al., 2002). As fémeas adultas podem depositar
mais de 1000 ovos e, apds a eclosao, as lagartas de primeiro instar tendem a migrar
tanto para folhas adjacentes como também para plantas vizinhas. Considerando sua
capacidade de dispersdo, estima-se que apenas uma postura seja suficiente para
infestar até cinco plantas (BOREGAS et al., 2013).

Embora tenha preferéncia por plantas da familia Poaceae, como milho e arroz,
S. frugiperda também tem sido relatada como praga em espécies de folhas largas,
como nas cultuas do algodéo e soja, principalmente quando séo cultivadas ap6s o
milho. Aliado a isto, S. frugiperda € uma praga de ocorréncia sazonal, e, nas areas
de clima temperado onde ndo apresenta diapausa, pode chegar a ter até 13 geracdes
por ano (AFONSO et al., 2009).

Tendo em vista 0s prejuizos causados por essa espécie, estima-se que
somente no Brasil sejam gastos cerca de US$ 600 milhdes a cada ano para controle
de infestacdes (AFONSO et al., 2009) e, ainda assim, o controle dessa praga tem se
tornado um grande desafio para os produtores, sendo relatados com frequéncia,
casos de evolucdo de resisténcia a alguns grupos quimicos, como também a culturas
transgénicas expressando proteinas de B. thuringiensis (MORILLO; NOTZ, 2001;
WAQUIL; FERREIRA; FOSTER, 2002; BLANCO et al., 2010, MONNERAT et al.,
2015).
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2.1.2. O bicudo-do-algodoeiro: Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae)

A cotonicultura destaca-se como uma das atividades agricolas mais
importantes da atualidade, movimentando cerca de 12 bilhdes de ddlares por ano com
mais de 30 milhdes de hectares plantados em todo mundo (USDA, 2018).

Durante o processo produtivo a ocorréncia de pragas e doencgas caracteriza-se
como um dos fatores que mais comprometem o seu rendimento em campo,
depreciando o produto e aumentando os custos de producéo. Entre as pragas que
atacam o algodoeiro, A. grandis também conhecido como bicudo-do-algodoeiro,
destaca-se pelo seu alto poder de destruicdo, com danos causados por adultos e
principalmente pelas larvas (PAPA; CELOTO, 2015; SILVA, 2012).

Ao atingirem a fase adulta, no inicio do periodo reprodutivo, as fémeas fazem
suas posturas de forma isolada, em botdes florais, flores e macas do algodoeiro
(SANTOS, et al., 1999), podendo cada fémea ovipositar em média 200 ovos durante
um periodo de 10 a 12 dias (STADLER; BUTELER, 2007). As larvas irdo se
desenvolver até atingirem a fase adulta, no interior das estruturas reprodutivas, em
um processo que dura aproximadamente 20 dias (GREENBERG et al., 2003; SILVA
et al., 2015).

Para controle do A. grandis, diferentes métodos tém sido utilizados, como
controle cultural, mecanico, comportamental e principalmente o quimico (MIRANDA,
2006). Porém, apesar de mais utilizado, o controle quimico ainda apresenta algumas
restricbes, isto porgque, como mencionado, A. grandis apresenta habito de postura
endofitica, e o desenvolvimento inicial do inseto ocorre no interior dos botées florais e
macas que servem de abrigo contra a acdo direta tanto dos inseticidas, quanto de
inimigos naturais (BRAGA SOBRINHO; LUKEFAHR, 1983; GALLO et al., 2002).

Além das fases imaturas, o controle dos individuos adultos também né&o é
considerado uma tarefa simples, uma vez que os adultos permanecem a maior parte
do tempo na parte mediana do dossel das plantas ou sob as bracteas dos botdes
florais para alimentacgé&o e postura, restringindo a exposi¢ao ao inseticida e requerendo
um maior numero de aplica¢cdes para controle (PAPA; CELOTO, 2015). Considerando
0 impacto causado por esta praga, estima-se que 50% dos custos com inseticidas na

cultura do algodéo esteja relacionado ao controle de A. grandis (SPECHT et al., 2013).
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2.1.3. Vetores de doencas: Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae)

Algumas espécies de insetos sdo responsaveis pela transmissdo de agentes
como virus, bactérias e protozoarios que causam doencas aos seres humanos e
animais. Dentre estas, pode-se destacar os culicideos C. quinquefasciatus e A.
aegypti que estdo amplamente distribuidos nas regifes tropicais e subtropicais de
todo mundo. Devido aos danos provocados, estima-se que apenas para saude
publica, os insetos invasores causem prejuizos em torno de 6,9 US$ bilhdes por
ano e, deste total, cerca de 80% ¢€ investido em tecnologias para controle da
dengue, seguidos de 15% para o virus do Nilo Ocidental transmitido por Culex spp.
(COREY et al., 2016).

O mosquito A. aegypti é originario do Continente Africano e acredita-se que
tenha sido introduzido em territ6rio brasileiro no periodo colonial, entre os séculos XVI
e XIX, durante o comércio de escravos (CONSOLI et al., 1994). E facilmente
encontrado em areas urbanas de regifes endémicas, mas também ha registros de
sua ocorréncia na zona rural de muitos paises (OLANO, 2016). Sdo capazes de
depositar seus ovos em qualquer estrutura de origem artificial ou natural, que
contenha agua limpa que quando presentes em ambientes de convivio com o homem,
apresentam rapida proliferacdo da espécie, devido as condicdes ideais para
reproducao e também pela presenca de fontes de alimentacéo.

Tal diptero € um dos principais responsaveis pela transmissao do virus da
dengue (DENV I, IlI, lll e IV), febre amarela (YFV) e mais recentemente 0s virus
causadores da Chikugunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN,
2017). O virus CHIKYV foi documentado pela primeira vez no Brasil em 2014 (NUNES
et al., 2015), seguido pelo ZIKV em 2015 (ZANLUCA et al., 2015) e, desde entéo, tem
gerado uma grande preocupag¢do a saude humana, principalmente, por estarem
associados a microcefalia e a sindrome de Guillain-Barré, que consiste em uma
inflamac&o grave no sistema nervoso (SCOTT et al., 2018).

Das doengas listadas acima, so se dispde de uma vacina preventiva para febre
amarela e mesmo assim essa doenca é responsavel por cerca de 200.000 casos e
30.000 mortes em todo o mundo a cada ano (WHO, 2014). Para o virus da dengue, a
vacina Dengvaxia® da empresa francesa Sanofi Pasteur, foi liberada para testes em

alguns paises da América Latina, inclusive no Brasil (FERGUSON et al., 2016). No
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entanto, estima-se uma eficacia de 65,6% para pessoas com mais de nove anos de
idade e 44,6% para criangcas com menos (HADINEGORO, et al., 2015). Além disto, tal
vacina é recomendada apenas para pessoas que foram anteriormente infectadas com
alguns dos virus da dengue (GODOI, 2018).

Assim como A. aegypti, C. quinquefasciastus também ¢é antropofilico com
ampla distribuicdo mundial. Tem o habito de depositar seus ovos preferencialmente
em agua parada com alta concentracdo de material organico, e, por isso, tem sido
constantemente associado a ambientes em condi¢cfes inadequadas de saneamento
bésico (CORREIA, 2012).

Os principais danos relacionados a esta espécie, incluem a transmissao de
nematdides filariais como Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori que
causam doencas em humanos. No Brasil, o agente etioldgico Wuchereria bancrofti &
responsavel pela filariose linfatica, doenca também conhecida como elefantiase,
considerada uma das maiores causas de incapacidades fisicas permanentes ou de
longo prazo, e acometendo mais de 100 milhdes de pessoas em diferentes paises do
mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Haja vista que ndo ha terapias especificas para tratamento das doencas
listadas acima, a abordagem mais eficaz para controle dessas infec¢cbes continua
sendo a eliminacdo do contato humano/vetor, que pode ser conseguido com reducéo
das populacbes de mosquitos. Para isso, diferentes alternativas estao disponiveis,

como métodos quimicos, fisicos, mecanicos e biolégicos (SCOTT et al., 2018).

2.3. CONTROLE BIOLOGICO MICROBIANO

O controle biolégico pode ser definido como um fenémeno natural que consiste
na regulacdo populacional de plantas e animais por inimigos naturais, 0os quais se
constituem nos agentes de mortalidade bibética do ecossistema. JA o controle
microbiano, € um segmento do controle biolégico que trata da utilizagéo racional de
patdogenos como virus, fungos e bactérias, visando a manutencéo das populacdes de
pragas abaixo dos niveis de dano econdmico (PARRA et al., 2002).

Uma das principais vantagens do uso de microrganismos para o controle de
pragas esta relacionada a especificidade e seletividade, bem como a facilidade de
multiplicacéo, dispersdo e produgdo em meios artificiais, baixo impacto ao meio

ambiente e ao homem, assim como a outros organismos néo alvos. Nos ultimos anos,
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estima-se que o0 uso de microrganismos para producao de bioinseticidas cresceu mais
de 70%, chegando a movimentar cerca de R$ 464,5 milhdes, apresentando um
crescimento de aproximadamente 17% (MAPA, 2019).

Apesar de sua eficacia, a comercializacdo bem-sucedida de um bioproduto
depende de muitos fatores, entre 0os quais pode-se destacar a disponibilidade e
isolamento dos microrganismos alvo. Para isto, o processo de triagem envolve todo
um trabalho de isolamento e testes iniciais de caracterizacdo do microrganismo e da
sua capacidade de controle, sendo este muitas vezes considerado um servico
laborioso e sem garantias de sucesso, mas ainda assim fundamental (BARRATT et
al., 2018).

Estima-se que apenas 1% dos microrganismos avaliados dao origem a
produtos de sucesso (BAILEY;FALK, 2011), fato que reflete a importancia das
cole¢bes de microrganismos, como a Colecdo de Bactérias de Invertebrados da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, responsavel pelo fornecimento de
materiais que deram origem a diferentes biolarvicidas, como Bt-horus®e o Inova-Btie,
ambos usados para controle de mosquitos.

E vélido lembrar que muitos fatores estio envolvidos no sucesso de um produto
biologico incluem ndo apenas a sua eficicia técnica, mas também a estabilidade
genética da cepa e o impacto de mutacdes, variagcdes durante o ciclo de producdo em
biorreatores, tempo de prateleira, persisténcia em campo, espectro de acao e outros.
E, além das caracteristicas do produto em si, deve-se dar atencdo também as
interacdes ecoldgicas entre os agentes de controle introduzidos e os organismos que
ja se encontram no ambiente (TAKORS, 2012).

24. O GENERO Bacillus E OUTRAS BACTERIAS
ENTOMOPATOGENICAS

O género Bacillus é formado por um grupo heterogéneo de bactérias méveis
Gram-positivas ou Gram-variaveis, que apresentam forma de bastonete e podem
crescer isoladas, em pares ou em cadeias (WHITMAN et al., 2001). Uma de suas
caracteristicas mais marcantes € que apoés a diferenciacao celular, tem capacidade
de sintetizar os endésporos (quando internos a célula) ou esporos (quando livres no
meio), que se caracterizam como estruturas metabolicamente dormentes e

extremamente resistentes que sdo produzidas em decorréncia de estresses
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ambientais, provocados por fatores como temperatura, pH, aeragdo e esgotamento
nutricional do meio (MILLER; BASSLER, 2001; HOON et al., 2010; CAVALCANTE,
2018).

O solo se caracteriza como o principal reservatorio de esporos e a partir dele,
muitas espécies de Bacillus podem interagir com diferentes componentes de um dado
ecossistema, tais como plantas, animais, outras bactérias, fungos, insetos e
nematoides, sendo este fato possivel, pelo menos em parte, dada a grande variedade
de compostos biologicos secretados por esses organismos (DE VOS, 2011;
VERBAENDERT; DE VOS, 2011).

Entre os compostos produzidos, alguns podem apresentar diferentes
potencialidades de uso como farmacéutico, ambiental e agricola. No que se refere a
area agricola, uma das aptidées exploradas é a utilizacdo desses organismos como
agentes de controle de insetos-praga. Neste sentido, estima-se que cerca de 100
espécies de bactérias ja tiveram sua atividade entomocida relatada para alguma
espécie alvo (THACKER; 2002). No caso de agentes entomopatogénicos, as
bactérias do género Bacillus e Lysinibacillus, notadamente as espécies B.
thuringiensis e L. sphaericus, sdo amplamente utilizadas devido a sua eficacia e
seguranca, estando sua acao inseticida associada principalmente a inclustes
cristalinas paraesporais de origem proteica do tipo Cry e Cyt (no caso de Bt) e Bin A/B
(para Ls).

Entretanto, vale destacar que outras espécies bacterianas podem apresentar
potencial uso como agentes de controle a ser explorado, e que a producdo de um
para-esporo cristalino ndo é Unica para essas espécies, havendo registros para
Lysinibacillus fusiformis, Paenibacillus popilliae, Brevibacillus laterosporus e algumas
linhagens do Paenibacillus lentimorbus (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

A espécie Bacillus cereus strictu sensu, por exemplo, apresenta esporos
cilindricos e elipticos, geralmente em posicao central, é considerada nao-cristalifera,
sendo essa a principal caracteristica que o distingue de B. thuringiensis. Apesar de
nao apresentar um cristal proteico, a atividade inseticida de B. cereus ja foi relatada
em algumas espécies, especialmente aquelas cujo liquido intestinal médio esteja
proximo a neutralidade, com pH entre 6,6 e 7,4 (HABIB; ANDRADE, 1998). Sabe-se
que diferentes linhagens de B. cereus, podem sintetizar uma gama de metabolitos
extracelulares, como a fosfolipase C e outras enzimas proteoliticas, que tem sido o

principal fator responsavel pela viruléncia dessa bactéria (HEIMPEL, 1955; RAHMET -
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ALLA; ROWLEY, 1989). Além de enzimas, ja foi relatado que o esporo dessa bactéria
pode apresentar uma proteina toxica de baixa atividade especifica e estruturalmente
semelhante ao cristal de B. thuringiensis (COSTA et al., 2010).

Brevibacillus laterosporus, também, €& considerada uma espécie
entomopatogénica, caracterizada pela producéo de um corpo parasporal em forma de
canoa, no qual se encontra ligado a uma extremidade do esporo, e em algumas
linhagens, ja foi detectado a producdo de inclusdes citoplasmaticas contendo
proteinas cristalinas inseticidas (ZUBASHEVA et al., 2010). Sua atividade inseticida
ja foi relatada para insetos pertencentes as ordens Lepidoptera e Coleoptera e ao
molusco Biomphalaria glabrata. Entre os alvos testados, B. glabrata demonstrou o
maior grau de sensibilidade a B. laterosporus, com algumas cepas induzindo
mortalidade de 90 a 100%, e para larvas do bicudo do algodoeiro, Anthonomus
grandis, causando mortalidade entre 33 e 63%. Contudo, vale salientar que o cristal
ndo é uma caracteristica condicionante a atividade inseticida dessa espécie, uma vez
que ja foi relatado a atividade entomopatogénica de cepas acristaliferas (OLIVEIRA et
al., 2004; CARRAMASCHI et al., 2017; PEREIRA et al., 2018). Alguns autores
também sugerem que parte da patogenicidade exercida por B. laterosporus seja
proveniente de compostos altamente conservados presentes na superficie dos
esporos (MARCHE et al., 2017).

Bacillus pumilus é uma espécie ubiqua e esporulante, e seus esporos sao
considerados mais resistentes ao calor, a dessecacao e radiacdo ultravioleta (UV),
guando comparado aos esporos de outros Bacillus (GIOIA et al., 2007). Algumas
linhagens tém sido usadas no controle biolégico de fungos patogénicos dos géneros
Aspergilus, Penicillium e Fusarium (MUNIMBAZI; BULLERMAN, 1998) e como indutor
de resisténcia em plantas (BARGABUS et al., 2004; CHOUDHARY; JOHRI, 2009). B.
pumilus também tem sido relatado como agente entomopatogénico contra o
coleOptero praga da batata Leptinotarsa decemlineata, causando mortalidade tanto
para larvas (95,7%) quanto para adultos (26,7%) (ERTURK; YAMAN; ASLAN, 2008),
assim como para Dendroctomus micans, coleoptero praga de espécies florestais
(95,7% para larvas e 40,9% adultos) (ERTURK; YAMAN; ASLAN, 2008). Além de
coledpteros, o efeito de B. pumilus tem sido relatado para a mosca-das-frutas,
Ceratitis capitata, causando mortalidade larval de 94% (MOLINA et al, 2010; RAMON,
2015).
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Também foi relatado que a bactéria anaerdbica Clostridium bifermentans
produz uma série de proteinas com atividade mosquitocida (SELEENA et al., 1997,
LENNOX et al. 2016), apresentando toxinas diferentes daquelas expressas por genes
da familia cry (QURESHI et al., 2014).

2.4.1 Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae)

2.4.1.1 Aspectos ecoldgicos de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) € um organismo ubiquo que pode ser isolado a partir
de diferentes substratos como solo, planta, insetos, agua e poeira presentes em

diferentes ambientes (Figura 1).

Figura 01. Representacdo de diferentes nichos ocupados por Bacillus thuringiensis. O solo (1) é
considerado um dos principais reservatdrios de esporos de Bt, ja que recebe a maior quantidade de
propagulos advindos de outros ambientes. A partir do solo, Bt pode colonizar as raizes das plantas (2),
nutrindo-se dos exsudatos radiculares. Também podem ser ingeridos por vermes e insetos presentes
no solo (3). A colonizacdo da rizosfera favorece a colonizacdo endofitica (4), podendo a bactéria se
proliferar nos tecidos das plantas e infectar os herbivoros de maneira paraténica (sem matar os
hospedeiros) (5) ou patogénica (6). Além do endofitismo, o Bt pode atingir a superficie das plantas a
partir do solo devido ao processo de germinagéo, por acdo da agua da chuva e pelas fezes dos animais
gue o transportam, como insetos e aves (7). Bt também pode ser reintroduzido no solo ou na agua a
partir das folhas contaminadas que caem das plantas, (8) ou ainda, os esporos podem ser
transportados pela agua da chuva (9). Na agua, Bt pode infectar e proliferar em vertebrados ou
invertebrados e persistir nesse ambiente, associando-se a substratos como plantas aquéticas e
sedimentos (10). As fezes de animais que se alimentam de plantas ou insetos contaminados também
podem servir como fonte de nutrientes para o crescimento de Bt (11). Sabe-se que carrapatos e acaros
também sdo hospedeiros do Bt (12), mas o mecanismo natural da infeccéo é desconhecido.

Fonte: Adaptado de Argblo-Filho e Loguercio (2014).
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Durante o desenvolvimento, B. thuringiensis apresenta duas fases principais de
desenvolvimento: a fase de crescimento vegetativo e a fase estacionaria. A fase
vegetativa € marcada pelo crescimento exponencial das células bacterianas, que s6
ird ocorrer mediante a disponibilidade de nutrientes no meio. Por outro lado, na fase
estacionaria, guando ha o esgotamento nutricional e mediante mecanismos genéticos,
a bactéria interrompe o seu processo de divisao celular. Neste periodo, o enddsporo
torna-se maduro e é liberado para fora da célula durante a esporulacdo (PINTO;
FIUZA, 2008).

O esporo é a principal forma que Bt é encontrado na natureza, estando
depositado principalmente no solo, onde pode permanecer viavel por meses ou anos
(De MAAGD et al., 2003; VAN CUYK et al., 2011). Estima-se que o numero de células
viaveis varia de 10% a 10* Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por grama de solo
(DAMGAARD, 2000), porém muitos fatores podem atuar de forma positiva ou negativa
na sobrevivéncia, germinacdo, crescimento, esporulacdo e até mesmo na producéo
de proteinas nesse substrato, como por exemplo, a disponibilidade de nutrientes,
microbiota nativa, pH, umidade, teor de material mineral e organico (WEST; BURGES,;
DIXON, 1985; POLANCZYK; ZANUNCIO; ALVES, 2009; AKIBA et al., 1977).
Juntamente com o esporo, Bt também pode produzir inclusdes cristalinas de origem
proteica que sao liberadas durante a esporulacdo e tendem a ficar retidas a acidos
hamicos ou particulas do solo, que as protegem da degradacdo podendo inclusive
manter a sua atividade inseticida (POLANCZYK; ALVES, 2003).

No solo, os esporos também podem infectar outros organismos como insetos e
nematoides de maneira paraténica, ou seja, colonizando o intestino desses
invertebrados sem necessariamente causar mortalidade, e por isso consegue retornar
ao ambiente pelos seus excrementos. Bt também pode colonizar os seus hospedeiros
de maneira patogénica neste caso, matando e multiplicando-se em seus cadaveres
(ARGOLO-FILHO; LOGUERCIO, 2014).

A partir do solo, Bt é capaz de colonizar a rizosfera das plantas nutrindo-se de
seus exsudatos e entdo, coloniza-las endofiticamente, absorvendo os nutrientes
necessarios da planta para sobreviver, ao mesmo tempo que induz a protecado da
planta por estimulo e producédo direta de toxinas e pela producdo de agentes
antimicrobianos e enzimas (BACON, 2002; BENHAMOU; KLOEPPER; TUZUN, 1998)

Além da via endofitica, Bt pode atingir a superficie das plantas a partir do solo

devido ao processo de germinacdo das sementes, por respingos de agua da chuva
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ou irrigacao e pelos excrementos de animais que o transportam, como insetos e aves
(ARGOLO-FILHO; LOGUERCIO, 2014).

Na planta, a permanéncia de Bt pode ser afetada principalmente pela presenca
de exsudatos foliares que podem conter inibidores de germinacdo de esporos de Bt
(BULLA JR et al.,, 1980; ALEKSEEV; KARABANOVA; SHEVTSOV, 1982), pela
predacgéo por microrganismos epifitos nativos (ERCOLANI, 1978; BLAKEMAN, 1991)
e, também, pela radiacdo solar incidente. Em geral, acredita-se que 0S esporos
bacterianos sdo 10 a 50 vezes mais resistentes aos raios UV do que as células
vegetativas, porém menos resistentes que os cristais proteicos (NICHOLSON et al.,
2000). Em estudos realizados por Cohen et al. (1991) com uma estirpe de Bacillus
thuringiensis kurstaki, a meia-vida de esporos expostos a luz solar variou de 0,5 horas
e cerca de 4 horas para a endotoxina, porém, notou-se uma reducéo no seu potencial
entomocida para larvas de H. armigera apos trés horas de exposicdo a luz UV. Ja para
L. sphaericus, a viabilidade foi perdida e a toxicidade foi prejudicada apds 6 horas de
exposicao a luz UV (HADAPAD et al., 2009).

Bacillus thuringiensis esta bem consolidado como um entomopatdgeno, porém,
deve-se considerar que nem sempre esporula em insetos vivos ou mortos
(POLANSKY, 2004), e este € um dos principais motivos pelo qual dificilmente estéo
associados a ocorréncia de epizootias naturais, havendo diferentes fatores que
interferem na relacdo patégeno/hospedeiro (ARGOLO-FILHO; LOGUERCIO, 2014).
Estando de um lado, os insetos, que apresentam diferentes mecanismos de defesa
para impedir que o patégeno invada ou cause danos ao seu corpo, Como uma cuticula
externa, a microbiota intestinal concorrente, pH do trato gastrointestinal, sistema
imunoldgico, proteases, peptideos antimicrobianos e receptores celulares. E do outro,
0S microrganismos como Bt, que podem produzir toxinas, enzimas degradantes de
agentes antimicrobianos do hospedeiro, facilitando a colonizacdo intestinal e a
producdo de substancias antimicrobianas, que diminuem a competicAo com a
microbiota do hospedeiro otimizando o aproveitamento por espaco e nutrientes
(ARGOLO-FILHO; LOGUERCIO, 2014).
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2.4.1.2 Toxinas inseticidas e modo de acgéo de Bacillus thuringiensis

A principal atividade inseticida atribuida a Bt esta relacionada a inclus6es
cristalinas formadas por uma classe de proteinas denominadas &-endotoxinas, que
sao produzidas durante o processo de esporulacao, na fase estacionaria do seu ciclo
de desenvolvimento e estdo divididas em duas principais familias, as proteinas Cry
(Crystal) e Cyt (Cytolytic) (SCHNEPF et al., 1998).

Essas toxinas produzidas podem assumir formas morfologicas distintas, que
sdo evidenciadas por meio da caracterizacdo por microscopia eletrénica, com a
observacéo de cristais piramidais, bipiramidais, cuboidais, esféricos ou, ainda, sem
forma definida. Em alguns casos, a forma em que o0s cristais se apresentam, indica a
sua atividade toxica e, consequentemente, a ligacao dessa toxicidade aos diferentes
tipos de genes cry (De MAAGD et al., 2003).

Atualmente, as proteinas Cry constituem o maior grupo de proteinas inseticidas
produzidas por espécies do género Bacillus, sendo atualmente classificadas em 78
diferentes tipos (Cryl a Cry78) em funcéo do grau de identidade das sequéncias de
aminoacidos que apresentam (CRICKMORE, 2019).

Trata-se de proteinas que sao codificadas principalmente por genes plasmidiais
associados a elementos de transposicdo, os quais facilitam a amplificacao,
transferéncia horizontal e o consequente aumento de toda variabilidade genética
encontrada nessa classe (BERRY et al., 2002).

Pelo mecanismo de acao classico, inicialmente, ocorre a ingestao do complexo
esporo-cristal pela larva do inseto suscetivel, seguindo até o intestino médio, onde os
crtistais sdo solubilizados devido a acdo do pH alcalino. Este processo dara origem as
protoxinas que se tornardo ativas devido a acao das proteases presentes no intestino
do inseto. Acredita-se que a protease digestiva de lepidopteros e dipteros é do tipo
serino-protease, enquanto em coledpteros sao cisteino-proteases e aspartico-
proteases (MONNERAT; BRAVO, 2000). Apés ativacdo, a protoxina é capaz de se
ligar a receptores localizados nas microvilosidades do epitélio intestinal, onde
formardo os poros aumentando a permeabilidade da membrana, interferindo no
gradiente i6nico e no balanco osmatico da membrana. O aumento na absorcéo de
agua causara lise celular e eventual ruptura e desintegracéo das células do intestino
médio, levando consequentemente morte da lagarta (BRAVO et al., 2005; BRAVO,
2017) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo do modo de acdo das proteinas Cry de B.thuringiensis. Apds ingestdo do
cristal paraesporal, ocorre a solubilizagdo no meio alcalino presente no intestino médio do inseto,
tornando a protoxina em toxina ativa pela acdo de proteases. A toxina monomérica ativa se liga a um
receptor primario do tipo caderina (CADR), presente na membrana das células epiteliais do intestino
médio, provocando uma clivagem e mudanc¢a conformacional dessa toxina, facilitando a formacéo de
um oligbmero, que ird se ligar a um segundo receptor do tipo aminopeptidade (APN) ou
alcalinofosfatase (ALP) promovendo a insercéo dessa estrutura oligomérica na membrana celular e
formacao do poro levando o inseto a morte.
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As proteinas Cyt (codificadas pelos genes cyt) também sdo endotoxinas
sintetizadas na fase de esporulacéo, e apresentam baixo peso molecular (25-28 kDa).
Ao todo sdo conhecidos trés grupos de proteinas Cyt que compreendem 40 genes
conhecidos (CRICKMORE et al., 2019). Apresentam atividade bem reconhecida para
insetos da ordem Diptera, e geralmente sdo encontradas em linhagens que também
possuem genes cry de mesma especificidade, possuindo acdo sinérgica na toxicidade
a larvas desses insetos. Por outro lado, diferentetemente do que ocorre com as toxinas
Cry, as Cyt ndo se ligam a receptores especificos, mas sim, interagem diretamente
com a membrana lipidica dos insetos, formando poros ou destruindo-os através de
acao detergente (BUTKO, 2003).

Além das endotoxinas, Bt também é capaz de sintetizar proteinas durante a fase
vegetativa, como as familias das proteinas Vip (proteinas inseticidas vegetativas) e
Sip (proteinas inseticidas secretadas) que sdo soluveis e ndo formam cristais,
podendo apresentar toxicidade na mesma magnitude que as proteinas Cry (BRAVO,
2017).
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A familia Vip ndo apresenta homologia de sequéncia ou estrutura com as 6-
endotoxinas, 0 que pode ser visto como algo extremamente positivo, especialmente
em termos de manejo e evolucdo da resisténcia de insetos (FANG et al., 2007). A
atividade inseticida das Vips, ja foi descrita para algumas ordens de insetos, inclusive,
para espécies que sdo insensiveis a acao das proteinas Cry. As subfamilias Vip1 (100
KDa) e Vip2 (52 KDa) que formam uma toxina binéria ja foram descritas para larvas
de coledpteros (WARREN, 1997) e alguns hemipteros (SAMPURNA; MAITI, 2011) e
a sub familia Vip3 para lepidopteros (CHEN et al., 2003; SHI et al., 2004). Ainda n&o
se tem relatos para atividade da Vip4.

Na familia Sip, apenas SiplAa aparece com representante e sua atividade é
descrita como toxica a larvas de coledpteros. Esta proteina foi inicialmente obtida de
sobrenadantes da cultura da cepa Bt EG2158 e codifica uma proteina de
aproximadamente 41kDa (DONOVAN, et al., 2006).

2.4.1.3 Outros fatores de viruléncia de Bacillus thuringiensis

Embora o cristal proteico seja o principal fator da patogenicidade de Bt, essa
bactéria também é capaz de sintetizar genes que codificam outros fatores de
viruléncia, como do tipo quitinases e proteases, que atuam diretamente na membrana
peritrofica do inseto, promovendo a sua ruptura e favorecendo o acesso das o—
endotoxinas ao epitélio intestinal (ARGOLO-FILHO; LOGUERCIO, 2014). Além
dessas, ha a B-exotoxina, que além de possuir atividade inseticida, também possui
atividade comprovada sobre mamiferos, e por isso, sdo imprescidiveis os estudos
para sua deteccao, principalmente se o objetivo for a formulagéo de um bioinseticida
(REDDY et al., 1998; SAMPSON; GOODAY, 1998).

Também ha relatos do efeito dos préprios esporos sobre a toxicidade de
algumas linhagens de Bt, e tém-se indicios que a sua presenca aumenta a atividade
entomopatogénica da bactéria ou mesmo ser a causa principal da mortalidade (VILAS-
BOAS et al., 2012). Este fato foi observado por Liu e colaboradores (1998) que
investigaram a acao sinérgica entre esporos e cristais de B. thuringiensis para larvas
de Plutella xylostella. Nesta pesquisa 0s autores sugerem que 0 sinergismo entre as
duas porcdes, depende da linhagem do inseto, da linhagem bacteriana, do conjunto
de proteinas Cry e de outros fatores, tais como ingredientes da formulacdo e das

concentracdes de esporos e proteinas Cry.
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Outro fator de toxicidade associado aos esporos é a formacdo de uma
membrana superficial denominada de proteina capa ou proteinas “S-layer”. Somerville
(1971) mostrou que, durante a sua formacdo, o cristal pode estar intimamente
associado a essa membrana, sugerindo inclusive, que ambas as porc¢cdes tenham
propriedades bioquimicas semelhantes (DELAFIELD; SOMERVILLE; RITTENBERG,
1968). Proteinas S-layer foram encontradas em algumas espécies de Bacillus,
inclusive com acdo patogénica a insetos, como o coledptero Epilachna varivestis
(PENA et al., 2006). Também ha relatos da atividade dessa proteina em uma cepa de
L. sphaericus com ac&o téxica a C. quinquefasciastus (LOZANO; AYALA; DUSSAN,
2011).

2.4.2 Lysinibacillus sphaericus: Toxinas inseticidas e modo de agéo

A bactéria Lysinibacillus sphaericus (Ls), anteriormente denominada de
Bacillus sphaericus, foi renomeada devido a presenca de lisina e acido aspartico na
composicéo de seu peptidoglicano (AHMED et al., 2007). E caracterizada como um
bacilo Gram positivo cosmopolita, capaz de produzir esporos com formato esférico
gue deforma a porcao terminal do seu esporangio, dando a aparéncia de uma raquete.
Apresenta atividade toxica bem reconhecida para dipteros, em especial para
culicideos como espécies dos géneros Culex, Anopheles, Aedes, Mansonia e
Psorophora (LACEY, 2007), e por isso tem sido utilizado na producdo de alguns
biolarvicidas para controle dessas espécies (MITTAL, 2003; REGIS et al., 2001.)

A atividade inseticida dessa bactéria esta relacionada basicamente a producao
de quatro classes de toxinas: toxina binaria (Bin), toxinas mosquitocidas (Mtx), toxina
binaria Cry48Aa e Cry49Aa e as Sphaericolisinas (BERRY, 2012). Além destas, mais
recentemente as proteinas S-layer presentes na camada superficial dos esporos tem
sido relacionada a atividade larvicida para mosquitos (LOZANO; AYALA; DUSSAN,
2011; ALLIEVI et al., 2014).

A toxina Bin € um heterodimero composto por dois polipeptideos sintetizados
de forma equimolar denominados deBinA (42 kDa) e BinB (51 kDa) (BAUMANN, 1985;
BAUMANN et al., 1988). Essa toxina é considerada o principal fator inseticida de Ls e
0 principio ativo béasico urilizado nos produtos comerciais atualmente disponiveis
(BERRY, 2012). Assim como Bt, a toxina também é produzida durante a fase

estacionaria, formando cristais que sao liberados durante a fase de esporulagéo ou,
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entdo, permanecerem aderidos ao esporo. As espécies do complexo Culex pipiens,
como Culex quinquefasciatus, sdo mais susceptiveis a essas protoxinas quando
comparada ao Aedes aegypti, que é considerado mais refratério j& que ndo apresenta
alguns receptores especificos (FERREIRA et al.,, 2010). Estima-se que a dose
necessaria para matar A. aegipty seja de 100 a 1000 vezes superior a dose letal para
C. quinquefasciatus (NIELSEN-LEROUX; CHALES, 1992).

Quando o complexo esporo-cristal € ingerido por larvas de insetos suscetiveis,
ocorre a sua dissolucéo no limen estomacal pela agcdo combinada de um elevado pH
(~10) e de serino proteases. Apds a ingestdo, as protoxinas sdo convertidas em
toxinas ativas onde os polipeptideos de 42 kDa (BinA) e 51 kDa (BinB) sé&o clivados
em componentes menores de 39 e 43 kDa, respectivamente (CHARLES et al., 1997).
Estudos demonstram que as duas subunidades formadas agem em sinergia, e que
BinB é responsavel por reconhecer e se ligar a receptores especificos do epitélio
intestinal das larvas, enquanto a BinA é responsavel pela toxicidade nas células
(NICOLAS et al., 1993; CHARLES et al., 1997). Alguns trabalhos mostram que
subunidade BinB é semelhante as estruturas das toxinas formadoras de poro,
sugerindo que essa toxina penetra nas células através da formacdo de poros na
membrana dos efeitos citopatblogicos que resultam na morte das larvas (DE MELO et
al., 2008).

As toxinas Mosquitocidas (Mtx) pertencem a outra classe de toxinas produzidas
por Ls durante a fase vegetativae estdo agrupadas em duas familias: a familia Mtx1 ,
Mtx2, Mtx3 e Mtx4 (THANABALU et al., 1991; THANABALU; POTER, 1996) e podem
estar presentes em estirpes de baixa, média e alta toxicidade (CHARLES et al., 1996).
Ja foi demonstrado que cepas de baixa atividade inseticida ndo produzem proteinas
Bin, somente proteinas Mtx. Por outro lado, as proteinas Mtx podem apresentar
sinergismo e aumentar a toxicidade quando associadas a proteinas Cry, inclusive em
larvas de C. quinquefasciatus resistentes as toxinas binarias (WIRTH et al., 2007,
WIRTH et al., 2014). Este fato é relevante para o desenvolvimento de novos
inseticidas biologicos e também no manejo da resisténcia de populacdes de
mosquitos.

A toxina sphaericolisina € uma citolisina de 53 kDa descoberta na cepa A3-2
de Ls. Também € secretada no meio de cultivo e acredita se tratar de uma toxina

formadora de poros, pertencente as citolisinas. Alguns estudos realizados n&o indicam
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acao dessa toxina em dipteros, entretanto sua atividade ja foi relatada para Blatella
germanica e Spodoptera litura (NISHIWAKI et al., 2007).

A presenca de outra toxina mosquitocida (além das toxinas Bin e Mtx) foi
detectada em estirpes de Ls que se mostraram toxicas para uma populacdo de
mosquitos resistentes a toxina Bin e que eram incapazes de produzir qualquer uma
das toxinas Mtx, sugerindo que essas linhagens poderiam produzir um tipo de toxina
com um modo de acao diferente da toxina Bin (PEI et al., 2002; YUAN et al., 2001,
NIELSEN-LEROUX et al., 2001). Posteriormente, descobriu-se que se tratava de uma
nova toxina com dois componentes de 135 kDa e 49 kDa que foram designados como
Cry48 e Cry49, respectivamente (JONES et al., 2007). Estudos tem mostrado que
essa toxina também é produzida durante a fase estacionaria de algumas cepas de Ls,
e assim como a toxina Bin, formam cristais sem forma definida para Cry48, e um cristal
bipiramidal para Cry49, que ficam depositados fora do esporo (JONES et al., 2007).

As proteinas S-layer correspondem a uma porcado superficial paracristalina,
formada por moléculas de proteinas ou glicoproteinas com diferentes funcdes, mas
gue estdo associadas a interacdo entre as células e ao ambiente. Pode estar presente
em algumas arqueas e bactérias, como as do género Bacillus, inclusive estédo
associadas a atividade patogénica, como relatado para cepa GP1 de B. thuringiensis,
gue demonstrou atividade inseticida contra o coledptero Epilachna varivestis
(Coleoptera: Coccinellidae) (PENA et al. 2006).

A acdo inseticida de proteinas S-layer também vem sendo associada a algumas
cepas de L. sphaericus, podendo ser produzidas tanto na fase vegetativa, quanto na
fase de esporulagdo. Trata-se de proteinas com alto peso molecular (120-130 kDa)
com dominios de ligacdo hemolitica e quitinolitica. Também ja foi relatado o efeito
sinérgico dessas proteinas com esporos sem essa camada superficial (LOZANO;
AYALA; DUSSAN, 2011; ALLIEVI et al., 2014).

2.4.3. Isolamento e caracterizacdo de Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus
sphaericus

Um dos primeiros passos para estabelecimento de um programa de controle
microbiano de insetos consiste no isolamento de agentes entomopatogénicos que

podem estar presentes em recursos naturais como solo, agua e plantas. Apos
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isolamento, as etapas seguintes devem estar relacionadas a atividades de
identificacdo das espécies e sua caracterizagao.

No que se refere as bactérias entomopatogénicas B. thuringiensis e L.
sphaericus, diferentes metodologias de isolamento ja foram descritas. A mais utilizada
€ a proposta pela Organizacdo Mundial da Saude, que se baseia no tratamento por
choque térmico, no qual é utilizado aquecimento da amostra por 12 minutos a 80°C e
5 minutos no gelo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985) e também o isolamento
por acetato de sodio (TRAVERS et al., 1987).

ApGs isolamento, todos 0s organismos devem ser armazenados de acordo com
as caracteristicas de cada espécie. Pelo que consta nas Diretrizes e Requisitos
Corporativos de Qualidade para Cole¢Bes de Microrganismos proposto pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA), é recomendavel que cada linhagem
seja mantida em, pelo menos, dois métodos diferentes de preservacdo, pelo menos
um deles dever ser o ultracongelamento ou a liofilizacdo, por serem considerados
meétodos de preservacao a longo prazo (CASTRO et al., 2015; PONTES et al., 2015).

Por se tratar de organismos de ampla variabilidade, a caracterizacdo do
material armazenado é imprescindivel, podendo ser feita a caracterizacdo
morfolégica, molecular, bioquimica e de toxicidade a pragas alvo. A caracterizacado
morfolégica pode se dar através da microscopia 6ptica em contraste de fases, que
permite a visualizacdo das inclusdes cristalinas dentro e fora do esporangio, sendo
esse um dos passos determinantes para diferenciacdo entre as estirpes de B.
thuringiensis e B. cereus. De modo complementar, também pode ser realizado por
microscopia eletrdnica de varredura, que permite ver ndo so os cristais, mas também
a sua forma, que nem sempre é distinguivel pela microscopia Optica.

Ap6s microscopia 6ptica, Bt e Ls também podem ser caracterizados por
métodos moleculares, via Reacdo da Cadeia Polimerase (PCR), uma técnica que
consiste na reacao de polimerizacdo de DNA em cadeia, e promove o enriqguecimento
de um fragmento especifico de DNA por meio de sua duplicacio em modo
exponencial, que se da pelo anelamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA fita simples) utilizados como
iniciadores (“primers”) (SILVA-PEREIRA, 2003). Através da PCR € evidenciada a
presenca dos genes responsaveis pela producéo das proteinas especificas, podendo
até predizer parcialmente a atividade toxica de um determinado isolado. Ja a

caracterizagao do complexo esporo cristal de B. thuringiensis, pode ser realizada pela
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andlise proteica via SDS-PAGE, cujo principio consiste basicamente na separacéo de
macromoléculas ou migracdo de coldides em campo elétrico (SARGENT; GEORGE,
1975).

Embora as técnicas de caracterizacdo morfologica, bioquimica e molecular
possam dar uma previsao da atividade inseticida, a real confirmacdo do potencial de
uma nova linhagem precisa ser corroborada por meio de bioensaios, que em linhas
gerais, consiste em um teste onde seres vivos sdo expostos a uma determinada
substancia sob condi¢cdes controladas. Esta acdo € necesséaria porque, apesar de
alguns isolados apresentarem genes com atividade j& reconhecida, os mesmos
podem estar inativos, sob o controle de um promotor ineficiente ou em uma baixa
razao para expressar completamente sua acdo (FERRANDIS et al., 1999; MASSON
et al., 1998).

Para Bt e Ls, os ensaios séo realizados preferencialmente com insetos nos
primeiros estagios, devido a atividade/densidade dos receptores presentes na parede
intestinal dos insetos. No bioensaio, geralmente a bactéria é oferecida oralmente aos
insetos por meio de uma dieta natural ou artificial, e a eficacia do material testado é
comprovada quase sempre pela taxa de mortalidade.

Vale lembrar que muitos fatores podem influenciar no sucesso de um bioensaio,
podendo-se destacar a habilidade do responsavel pela execu¢ao do ensaio; qualidade
da amostra testada (boa taxa de esporulacdo, auséncia de contaminacdes,
concentracdo); inseto utilizado (sanidade, vigor e instar); material usado como fonte
de alimento (dietas que atendam exigéncias nutricionais das espécies alvo); qualidade
da agua (principalmente para ensaios com mosquitos); assepsia das condicdes de
execucdo e dos materiais utilizados (diminuir a chances de contaminacdes) e
condi¢cBes de acondicionamento do bioensaio (temperatura, fotoperiodo, umidade) e

é crucial a padronizacdo de todos 0s requisitos.

2.5. APLICACAO DE Bacillus thuringiensis E Lysinibacillus sphaericus

2.5.1 Bioinseticidas

Nos ultimos anos, os inseticidas biolégicos tém despertado um crescente

interesse como método alternativo para o controle de pragas. Para se ter ideia da
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magnitude desse novo mercado, estima-se que mais de 700 biopesticidas estao
registrados em todo o mundo (KACHHAWA, 2017).

Os bioinseticidas a base de bactérias dos géneros Bacillus e Lysinibacillus séo
importantes agentes de controle, e entre outras qualidades, sdo considerados seguros
ao meio ambiente, presentam modo de acdo especifico e por serem bactérias
esporulantes, apresentam vantagens de producdo em larga escala, favorecendo a
utilizacdo em programas de controle.

No que se refere a producdo de bioinseticidas a base de B. thuringiensis,
atualmente existem 24 produtos registrados para controle de pragas agricolas no
Brasil, e sdo derivados de apenas duas subespécies, Bt aizawai e Bt kurstaki, com
atividade principalmente para lepidopteros (AGROFIT, 2019). No controle de vetores,
existem os biolarvicidas a base de Lysinibacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis (Bti). Para Ls, foram identificados quatro tipos de toxinas
inseticidas, a toxina binaria (Bin), as toxinas mosquitocidas (Mtx); toxina binéria
Cry48Aa e Cry49Aa e as sphaericolisinas, que ndo ocorrem simultaneamente em
todas as linhagens (BERRY, 2012). No caso do Bti, os cristais contém quatro toxinas
(CrydAa, Cry4Ba, CryllAa e CytlAa) que atuam em sinergia com diferentes
receptores, apresentando uma vantagem em relacdo a evolucdo de populacdes
resistentes (FERREIRA; SILVA-FILHA, 2013).

Para desenvolvimento de um novo bioinseticida, um dos primeiros requisitos a
serem atendidos € a determinacdo da linhagem a ser trabalhada, que deve ser
geneticamente estavel, de elevada toxicidade e que ndo seja nutricionalmente
exigente, para nédo vir a encarecer os custos da producédo (ANGELO, et al., 2010).

Depois de produzidos, os bioinseticidas podem conter como principio ativo a
mistura esporo/cristal e serem classificados como produtos de primeira geracéo,
guando o ingrediente ativo é originario de uma cepa nativa de Bt ou Ls. Essa é a
principal forma que se encontra a maior parte dos produtos comerciais. Os
bioinseticidas também podem ser classificados como de segunda geracédo. Neste
caso, a mistura esporo/cristal € proveniente de uma determinada estirpe no qual se
introduziu (por conjugagdo ou transformagdo) os genes que codificam as o-
endotoxinas, presentes em cepas nativas, aumentando o seu espectro de acdo. Ja
nos bioniseticidas de terceira geracao, a formulacdo contém bactérias recombinantes,
como, por exemplo, Pseudomonas fluorescens que foram transformadas com genes

que codificam 8-endotoxinas de B. thuringiensis (CERON, 2001).
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2.5.2. Plantas Bt

O desenvolvimento de plantas transgénicas expressando toxinas Cry, pode ser
considerado um dos maiores avancos do uso de Bt na agricultura. Tal fato teve inicio
na década de 80, quando foram obtidas as primeiras plantas transgénicas de fumo
(BARTON et al. 1987) e tomate (FISCHHOFF et al. 1987). No Brasil, essa tecnologia
chegou em 2005, tendo sido o algodoeiro Bollgard evento MONS531 primeira planta
transgénica a ser liberada para exploracdo comercial.

Poucos anos apés liberacgéo, ja em 2009, o Brasil passou a ser o segundo maior
produtor de plantas transgénicas do mundo, posto que mantem até hoje com mais de
50 milhGes de hectares plantados, um total que corresponde a 26,4% de toda area
cultivada com transgénicos no mundo (CIB, 2019).

A expressividade desses dados pode estar relacionada, entre outros fatores, a
diminuicdo dos efeitos ambientais sobre a atividade inseticida exercida por essas
plantas, jA& que a toxina é produzida durante todo ciclo da cultura, sem sofrer
degradacdo dos raios UV ou ser lavado pela acdo da chuva ou agua de irrigacéao,
como acontece com o0s produtos formulados. Além do mais, h4 uma reducédo no
namero de aplicacdo de inseticidas quimicos, o que favorece a manutencdo de
inimigos naturais que auxiliam no controle de outras pragas e contribui para retardar
a evolucdao da resisténcia (NAVON, 2000; BOBROWSKI et al. 2003).

Por outro lado, apesar das inUmeras vantagens dessa tecnologia, 0 seu uso
inadequado tem gerado sérias consequéncias, incluindo a evolugéo de populacdes de
insetos resistentes, como ja reportado para S. frugiperda a tecnologias de milho Bt
com as proteinas CrylF e CrylAb (OMOTO et al., 2016; MONNERAT et al., 2015;
FARIAS et al., 2016).

Com intuito de reduzir os efeitos de populacGes resistentes, diferentes
estratégias podem ser utilizadas, como a adocédo de areas de refagio, utilizacdo de
materiais genéticos que possuam elevada expressao de proteinas Cry, piramidamento
de genes de toxinas Bt que ndo compartihem os mesmos sitios de ligacdo e
principalmente o isolamento de novas estirpes com atividade associada a outras
toxinas entomocida. (TABASHNIK, 1994; GOULD, 1998).
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CAPITULO I ISOLAMENTO DE ESTIRPES DA FAMILIA Bacillacea E
CARACTERIZACAO DE Bacillus sp. COM ATIVIDADE ENTOMOCIDA A INSETOS
DA ORDEM Lepidoptera E Coleoptera

RESUMO: O ataque de insetos-praga € considerado um dos fatores que mais
comprometem o rendimento e a qualidade das culturas em campo. Com intuito de
mitigar os danos causados por essas espécies, diferentes tecnologias vém sendo
exploradas dentre elas o controle microbiano através de entomopatégenos como
bactérias do genéro Bacillus. O objetivo desta pesquisa foi realizar a prospeccéo de
novas estirpes bacterianas da familia Bacillacea e caracterizar as estirpes de Bacillus
sp. que apresentar atividade inseticida para insetos-praga das ordens Coleoptera
(Anthonomus grandis) e Lepidoptera (Anticarsia gemmatalis, Helicoverpa armigera e
Spodoptera frugiperda). Ao todo foram processadas 159 amostras de solo
provenientes de seis diferentes estados, a partir destas, 125 isolados foram
armazenados na Colecdo de Bactérias de Invertebados da EMBRAPA, sendo 81
classificadas como Bacillus thuringiensis (64,8%), 26 como Lysinibacillus sphaericus
(20,8%) e 18 (14,4%) como Bacillus sp. Das estirpes armazenadas, cinco
apresentaram mortalidade = a 85% para Spodoptera frugiperda; cinco para
Helicoverpa armigera e trés para Anthonomus grandis. As estirpes mais patogénicas
foram caracterizadas morfologicamente por MEV e tiveram seu perfil proteico e
molecular determinado. A analise SDS-PAGE demonstrou perfil com mdltiplas bandas
com polipeptideos variando 140 a 10 kDa, porém néo houve amplificacdo dos genes
cryl e cry3, sugerindo que outros genes ou outros fatores de viruléncia pudessem
estar associados a mortalidade dessas cepas. Na microscopia eletrénica, todos os
cristais detectados apresentaram forma esférica com tamanho inferior a 1,0 um de
didmetro. Para cada uma das espécies de insetos-praga testados, selecionou pelo
menos uma estirpe com mortalidade a superior a 85%, demonstrando potencial de
exploracdo no controle biologico de pragas.

PALAVRAS-CHAVE: Anticarsia gemmatalis. Helicoverpa armigera. Spodoptera
frugiperda. Anthonomus grandis. Bacillus thuringiensis. Caracterizagao.
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CHAPTER I: ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF NEW BACILLUS AND
LYSINIBACILLUS STRIPS WITH ENTOMOCIDE ACTIVITY.

ABSTRACT: Insect-pest attack is considered one of the factors that most compromise
the yield and quality of field crops. In order to mitigate the damage caused by these
species, different technologies have been explored, including microbial control through
entomopathogens such as bacteria of the Bacillus genus.The objective of this research
was to search for new bacterial strains of the Bacillacea family and to characterize the
strains of Bacillus sp. that show insecticidal activity for insect pests of the orders.
Altogether 159 soil samples were processed from six different states: Goias (74),
Paraiba (9), Bahia (33), Mato Grosso do Sul (15), Mato Grosso (9) and Ceara (19).
From these, 125 isolates were stored in the EMBRAPA-CENARGEN
Entomopathogenic Bacteria Bank, 81 of which were classified as Bacillus thuringiensis
(64.8%), 26 as Lysinibacillus sphaericus (20.8%) and 18 (14.4%) as Bacillus sp. Of the
stored strains, five mortality = 85% for Spodoptera frugiperda, being: 2651 (85.7%);
2690 (86.4%); 2728 (85%); 2878 (86.4%) and 2744 (100%); for Helicoverpa armigera,
five strains with mortality = 85% were found: 2,651 (91%); 2667 (100%); 2669 (100%);
2721 (100%); 2724 (100%); For Anticarsia gemmatalis six: 2660 (95%); 2678 (88.9%);
2699 (85%); 2713 (88.9%); 2731 (90%); 2,744 (85%) and for Anthonomus grandis
three, 2,720 (96.7%); 2728 (96%) and 2744 (81.7%). Among the most pathogenic
strains, some were morphologically characterized by SEM and had their protein and
molecular profile determined. The SDS-PAGE analysis showed a multiple band profile
with polypeptides ranging from 140 to ~ 10 kDa, however there was no amplification
of the cryl and cry3 genes via PCR, suggesting that other genes or other virulence
factors could be associated with the mortality of these strains. In electron microscopy,
all the crystals detected were spherical or almost spherical in shape with a size less
than 1.0 um in diameter. For each of the pest insect species tested, at least one strain
with a mortality of more than 85% was selected, demonstrating the potential for
exploitation in biological pest control.

KEY-WORDS: Anticarsia gemmatalis. Helicoverpa armigera. Spodoptera frugiperda.
Anthonomus grandis. Bacillus thuringiensis. Characterization.
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1. INTRODUCAO

O agronegdcio representa uma importante atividade para a economia brasileira
e é responsavel por mais de 20% do Produto Interno Bruto (PIB) e por metade das
exportacdes do pais (OLIVEIRA; CARRARO, 2019). Durante o processo produtivo, o
ataque de insetos-pragas é considerado um dos fatores que mais comprometem o
rendimento e a qualidade das culturas em campo. Entre 0os quais se destacam 0s
lepidopteros desfolhadores Anticarsia gemmatalis, Helicoverpa armigera e
Spodoptera frugiperda e o curculionideo Anthonomus grandis (Boh.), devido aos
danos que provocam as principais “comodities” agricolas, como soja, milho e algodao.

Com intuito de mitigar os danos causados por essas espécies, diferentes
tecnologias vém sendo exploradas com destaque para o controle quimico e 0 uso
de cultivares geneticamente modificadas. Porém, embora usuais, essas tecnologias
vém ao longo do tempo, perdendo eficiéncia, o que pode ser observado pela evolugéo
da resisténcia de algumas espécies como S. frugiperda tanto para inseticidas, como
para culturas transgénicas (OMOTO et al., 2016; MONNERAT, et al., 2015; FARIAS
et al., 2014).

Diante dos fatos, fica claro ndo apenas a necessidade de uma melhor utilizacao
dos recursos ja disponiveis, mas também a busca de novos insumos que venham
incrementar as técnicas ja empregadas, denvendo se considerar 0s anseios sociais
por tecnologias eficazes que tenham menor impacto ao homem e ao ambiente.O
controle microbiano, através fungos, virus e bactérias, vem assumindo uma posi¢cao
de destague no combate de insetos-praga. Boa parte desse sucesso pode estar
relacionada a variabilidade genética desses organismos que fornecem uma ampla
gama de insumos para o desenvolvimento de produtos cada vez mais eficazes.

Entre os agentes microbianos com potencial de controle, destaca-se Bacillus
thuringiensis (Bt), que se configura como um dos principais agentes de controle
bioldgico, responsavel por mais de 90% do total das vendas de biopesticidas e a Unica
bactéria fornecedora des genes para 0s transgénicos comerciais que conferem
resisténcia a pragas no mundo (GLARE; OCALLAGHAM, 2000). Entretanto, mesmo
sendo amplamente estudado, ainda hoje ha necessidade de prospeccédo de novas
estripe de B. thuringiensis que possam ser utilizados tanto na producdo de
bioinseticidas e no fornecimento de genes de resisténcia para construgdes

transgénicas.
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2. OBJETIVOS

Esta pesquisa teve como objetivo isolar e identificar estirpes dos géneros
Bacillus e Lysinibacillus a partir de amostras de solo de areas de produc¢éo agricola e
verificar o potencial de patogenicidade de estirpes de Bacillus thuringiensis ou Bacillus
sp. para controle das pragas de importancia agricola Anthonomus grandis,
Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera e Anticarisa gemmatalis carcateriza-las

através de meétodos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA E ISOLAMENTO DE Bacillus sp. E Lysinibacillus A PARTIR DE
AMOSTRAS DE SOLO

Os isolados foram obtidos pelo processamento de amostras de solo oriundas
de areas de producédo agricola, sob sistemas de producdo organica e convencional e
também de areas comuns sem histérico de cultivo, em diferentes regides do Brasil
(Figura 01).
Figura 01. Locais de coleta de amostras de solo para prospecgdo de estirpes de bactérias
entomopatogénicas nos estados da BA, CE, PB, GO, MT e MS.
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Para coleta das amostras, removeu-se inicialmente a serrapilheira da superficie
e retirou-se uma porcdo de aproximadamente 50g de solo com auxilio de uma
espatula, a uma profundidade maxima de 10 cm. O material coletado foi
acondicionado em recipientes limpos, identificados com a localizacdo, data e
responsavel pelas coletas. Em seguida, o material foi levado para o Laboratério de
Bactérias Entomopatogénicas (LBE) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN).

Para obtencéo das colbnias, 0,19 de solo foi diluido em 1 mL de solucao salina
[0,85%] em um microtubo de 1,5 mL. A amostra foi submetida a choque térmico (80°
C por 12 minutos, seguido de 5 minutos em banho de gelo) e em seguida inoculadas
em placas de Petri descartaveis e estéreis contendo Meio Embrapa (ME) sélido, ME
suplementado de Penicilina [10g/L] (ME+PENIC) e ME suplementado de
Estreptomicina (ME+ESTREP) [2,5g/L]. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa a 30°C. O crescimento das colonias em placa foi acompanhado a partir das 24
horas de incubacado por no maximo 96 horas. O intuito dos meios com antibiéticos nas
respectivas concentracdes utilizadas foi selecionar B. thuringiensis ou B. cereus em
penicilina, L. sphaericus em estreptomicina e o meio Embrapa sem adicdo de
antibiéticos, foi usado para selecao de possiveis variantes sensiveis aos antibioticos
usados.

Apos 24 horas, foi verificado o crescimento e observada as caracteristicas
morfologicas das coldnias, com relacdo ao: numero, tempo de crescimento, coloracao,
formato e formato das bordas das colonias. Durante essa avaliagéo procurou-se isolar,
sempre que possivel, pelo menos uma coldnia que apresentasse aspectos
semelhantes as colénias de Bt, como: coloracdo branco opaco, formato circular ou
irregular e bordas irregulares; ou com aspecto semelhante a colénias de Ls, que
apresentavam coloénias com aspecto aquoso amarelado, em formato circular ou
irregular com bordas regulares, crescidas em Meio Embrapa e Meio Embrapa com os

antibioticos (Figura 02).
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Figura 02. Aspectos morfoldgicos de possiveis colbnias de Bacillus thuringiensis (A) e Lysinibacillus
sphaericus (B)

Fonte: A autora

Para confirmacao da espécie, as coldnias que apresentaram as caracteristicas
descritas, foram coletadas com auxilio de uma alca estéril e inoculadas em Erlenmeyer
de 50mL contendo 15 mL de Meio Embrapa liquido, que foi mantido sob agitacdo em
incubador rotativo durante 72 horas a 200 rpm e 28 + 2°C. Apds esse periodo, foi
retirad uma gotado cultivo final para visualizacdo em microscoépio 6ptico com contraste
de fases sob aumento de 1000X, para observacao de esporos e inclusdes cristalinas
(Figura 03) (SILVA-WERNECK; MONNERAT, 2001).

Figura 03. Microscopia 6ptica (1000X) de (A) Bacillus thuringiensis, (cb) cristal bi-piramidal e (B)

Lysinibacillus sphaericus, (ep) esporo, (rq) esporo na porcao terminal do esporangio se assemelhando
a uma “raquete” (rq).

Fonte: A autora
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3.2. PRESERVACAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS ISOLADAS

O armazenamento em papel filtro e liofilizado seguiu a metodologia descirta no
Procedimento de identificagdo, teste de viabilidade e pureza e preservagao por papel
filtro de Bacillus para manutencdo da colecdo de bactérias de invertebrados
(Procedimento - codigo: 038.11.02.3.025) e Procedimento de identificacao, teste de
viabilidade e pureza e preservacgao por liofilizacdo de Bacillus para manutengcéo da
colecao de bactérias de invertebrados (Procedimento - codigo: 038.11.02.3.027)

Para armazenamento em papel filtro, foram preparadas tiras de papel estéreis
de aproximadamente 2cm x 0,5cm. Essas tiras foram imersas na mistura esporo cristal
por 30 min. Posteriormente, as tirinhas embebidas na suspensdo bacteriana foram
retiradas e colocadas em placas de Petri de vidro estéreis para secagem no interior
da camara de fluxo laminar por 6 horas ou até a secagem completa. Em seguida
armazenadas em tubos criogénicos estéreis.

Para armazenamento por liofilizagdo, 40 mL da cultura esporulada em Meio
Embrapa, foi centrifugada a 12.800 rpm por 30 minutos a 4°C. Em seguida o pellet foi
ressuspenso com 500 microlitros de agua destilada estéril e transferido frascos
criogénicos de 2 mL, que foram congeladas “overnighat’ e, em seguidas, secas por
em liofilizador.

Apbs secagem, todos os materiais foram registrados na base de dados
AleloMicro e guardadas na Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.3. BIOENSAIOS SELETIVOS

Foram realizados dois tipos de bioensaios sendo um seletivo, realizado para
determinar a acdo patogénica das amostras isoladas, e um ensaio de dose, para
quantificar a concentracao letal das estirpes com melhor desempenho nos ensaios

seletivos.

3.3.1. Preparo das amostras para bioensaios seletivos

As amostras utilizadas nesses ensaios foram provenientes do material

armazenado em papel filtro. Para isso, as tirinhas impregnadas com a mistura
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esporo/cristal foram inoculadas em meio Embrapa liquido a 28 + 2°C por 72 horas sob
agitacdo continua de 200 rpm (MONNERAT et al., 2007). Apés esse periodo, uma
gota do cultivo final foi visualizada em microscopio 6ptico sob aumento de 1000X para
verificar a presenca de esporos e cristais e avaliar a pureza das amostras. Quando as

amostras atendiam a todos os critérios, eram submetidas aos bioensaios seletivos.

3.3.2. Procedéncia dos insetos

Todos os insetos utilizados nos ensaios foram provenientes da Plataforma de
Criacao de Plantas e Insetos (PCPI) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Em todos os casos, os individuos foram criados a base dieta artificial e sob condicdes
controladas de temperatura, e fotoperiodo, seguindo as metodologias descritas por
Monnerat et al. (2000) e Schmidt et al. (2001).

3.3.3. Bioensaios Seletivos para Spodoptera frugiperda e Helicoverpa armigera

Para os ensaios com S. frugiperda, utilizou-se dieta a base de feijdo cru
triturado (140,49); levedo de cerveja (42,99); gérmen de trigo (67,49); agar (17,09);
agua destilada (1.000 mL) e acido ascorbico (4,3g). Para H. armigera a base de feijdo
cru triturado (37,59); gérmen de trigo (309g); farelo de soja (15,09); leite integral em p6
(15,09); levedo de cerveja (18,75g); agar (15,0g); agua destilada (750 mL); acido
ascorbico (1,89) e solucdo vitaminica (4,5mL). Com excec¢édo do acido ascérbico e da
solucéo vitaminica, todos os ingredientes de cada uma das dietas foram colocados
em um béquer, homogeneizados com auxilio de uma espatula, fechados com papel
alumino e autoclavados por 20 min a 120 °C. Ap0s este processo, a dieta foi levada
para camara de fluxo laminar e distribuida em placas de cultivo de células de 24 pocos.
Apés distribuicdo, deixou-se a dieta secando nas placas durante 20 min sob luz UV
(Figura 04).
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Figura 04. A. Placa de cultivo de células de 24 pocos utilizada para bioensaios de S. frugiperda e H.
armigera; B. Copos descartaveis utilizados na troca contendo dieta livre de bactérias e C. Lagarta
morta.

Fonte: A autora

Em seguida, 35 ul da cultura bacteriana foi distribuida em cada um dos pogos
e, quando, o cultivo foi totalmente absorvido pela dieta, colocou-se uma lagarta de 2°
instar de S. frugiperda ou de H. armigera em cada poco As placas foram fechadas
com tampas de acrilico, presas com ligas elasticas e posteriormente acondicionadas
na sala de bioensaios sob condi¢cdes controladas de temperatura (25+3 °C) e
fotoperiodo (12h fotofase).

Apbés 48h do bioensaio, foi realizada a primeira avaliacdo, que consistia na
contagem dos individuos sobreviventes. A mortalidade das lagartas foi verificada pela
auséncia de locomoc¢do apds um leve toque com pincel e também pela coloracéo
escurecida do tegumento dos insetos, um sintoma classico de bacteriose. Na primeira
avaliacado, os individuos vivos foram transferidos para copos de 50 mL contendo dieta
livre de bactéria e ao 7° dia do ensaio, foi realizada uma ultima avaliacdo e nova
contagem dos insetos (Figura 04), calculando o porcentual de mortalidade em cada
tratamento. Como controle de qualidade, os ensaios que apresentassem testemunha
com mortalidade superior a 15 %, eram descartados e as amostras submetidas a
novos testes (MONNERAT et al, 2007).
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3.3.4. Bioensaios seletivos para Anticarsia gemmatalis

Os ensaios com A. gemmatalis foram realizados com dieta a base de feijao cru
triturado (31,29); levedo de cerveja (15,69); gérmen de trigo (25,09); proteina de soja
(25,0g); gar (10,09); caseina (12,59); agua destilada (450 mL); acido ascérbico (2,29)
e solucao vitaminica (2,5mL), sendo adotado o mesmo procedimento para confeccao
das dietas de H. armigera e S. frugiperda.

Apo6s autoclavagem a dieta foi distribuida em copos de 50 ml em quantidade
suficiente apenas para cobrir o fundo do recipiente, que foi posto para secar sob luz
UV durante 20 min. Em seguida foram adicionados 150 ul da cultura bacteriana em
cada um dos copos, sendo dois para cada estirpe testada. Apés absor¢ao da bactéria,
foram adicionadas 10 larvas de 2° instar em cada um dos copos, que foram fechados
com tampa de acrilico e posteriormente acondicionados na sala de bioensaios nas
mesmas condi¢bes j4 descritas. A avaliagdo da mortalidade foi feita de modo
semelhante aos ensaios anteriores, com excec¢do da ultima leitura que foi realizada
no 5° dia apos o ensaio (MONNERAT et al, 2007).

3.3.5. Bioensaios seletivos para Anthonomus grandis

Este ensaio foi realizado utilizando 10mL do caldo bacteriano em 30 mL de
dieta artificial composta por uma parte autoclavavel, que foi pesada individualmente
em bequers de 50 mL contendo agar (0,8g), levedo de cerveja (1,29), gérmen de trigo
(1,29), pharmamédia (0,89), proteina de soja (2,09g) e sacarose (1,2g) e uma parte nao
autoclavada, composta por sais minerais (0,2g); acido ascérbico (0,49); acido sérbico
(0,05g); nipagin (0,04g) e solucao vitaminica (200 pL).

Todo procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar utilizando somente
materiais estéreis. Apos autoclavagem, a dieta foi acondicionada em banho Maria a
aproximadamente 60°C para manutencao de sua temperatura. No interior da capela
e com a dieta ainda liquida (aproximadamente 50°C), foi incorporado a parte
autoclavada, 200 pL de solugéo vitaminica e 10 mL da cultura bacteriana com auxilio
de espatula esteril, e depois de homogeneizada , a mistura foi vertida em placas de
Petri estereis. Uma placa foi deixada como testemunha, porém no lugar da bactéria,
completou-se o volume com agua destilada (PRACA et al., 2004). Apos solidificacdo
da dieta, dividiu-se a placa em 4 quadrantes e em cada um deles, foram feitos 15 furos

de aproximadamente 2 mm de diametro com auxilio de uma haste de cobre
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previamente flambada. Posteiormente, em cada um dos furos, foi colocado uma larva

neonata com auxilio de uma lupa e pincel de cerdas macias (Figura 05).

Figura 05. Bioensaio com Anthonomus grandis. A. Lupa e pincel utilizados para colocacdo das larvas
neonatas de A. grandis em placa de Petri contendo dieta; B. Placa de bioensaio contendo dieta com a
mistura esporo cristal subdividida em quatro quadrantes; C. Ovos e larvas neonatas utilizadas no
bioensaio; D. Larva morta com sintomas de bacteriose e larva viva.
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ApoOs o ensaio, as placas foram acondicionadas na sala de bioensaio onde

Fonte: A autora

permaneceram por sete dias. Decorrido esse periodo foi feita avaliagdo do ensaio,
contabilizando o numero de individuos vivos e mortos e calculada a porcentagem de
mortalidade. Como controle de qualidade, caso os individuos da testemunha

apresentassem mais que 20% de mortalidade, o bioensaio era repetido.

3.4. BIOENSAIOS PARA DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO LETAL (CLso)

As estirpes que causaram mortalidade acima de 80% para H. armigera, S.
frugiperda e A. grandis, foram escolhidas para os bioensaios de dose-resposta para
estimativa da CLso. Os ensaios com as estirpes ativas a A. gemmatalis e as outras
amostras que apresentaram mortalidade superior a 90% para H. armigera seréo

realizados em outro momento.

3.4.1 Determinacao da CLso para Spodoptera frugiperda e Helicoverpa armigera

Para esses ensaios foram utilizadas as estirpes liofilizadas. Com o material

liofilizado, foram preparadas 10 suspensfes a partir de diluicdes da Tabela 1. Os
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ensaios foram realizados em triplicata com ensaios independentes realizados em dias
alternados. Apds o preparo das diluicbes, 0s ensaios para as trés espécies foram
realizados de forma semelhante aos ensaios seletivos ja descritos, ou seja, foram
utilizadas as mesmas placas com uma placa 24 insetos para cada concentracdo. Apos
leitura final, e com os dados de mortalidade, a CLso foi determinada mediante analise
de Probit (ROBERTSON; PREISLER; RUSSELL, 2002).

Tabela 1. Diluigdes e concentrag8es finais utilizadas no bioensaio de dose contra Lepiddpteros.

Bactéria Agua Concentragéo
(mg) (mL) (Hg/ mL)
Suspenséo | (uL) 1 1000 1000
Suspenséo | (uL) Suspenséo | (uL) Agua (mL) Concentragao (ug/ mL)
Suspenséo Il (ug) 571,4 428,6 571,4
Diluicéo Suspenséo Il (uL) Agua (mL) Concentragao (ug/ mL)

1 200 800,0 2000

2 120 880,0 1200

3 72 928,0 720

4 43,2 956,8 432

5 25,9 974,1 259

6 15,5 984,5 155

7 9,3 990,7 93

8 5,6 994,4 56

9 3.4 996,6 34

10 2,0 998,0 20

3.4.2. Determinagéao da Clso para Anthonomus grandis

Nesse ensaio também foi utilizado material liofilizado, que foi pesado a fim de
se obter as 5 doses (Tabela 2). As doses foram preparadas em 5,0 mL de solucéo de
tween® a 0,01% e incorporada a 35 mL de dieta. O restante do bioensaio ocorreu de
forma semelhante ao ensaio seletivo. Este ensaio também foi realizado em triplicata
para cada amostra testada e a CLso foi determinada pela analise de probits
(ROBERTSON; PREISLER; RUSSELL, 2002).
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Tabela 2. Concentracdes finais utilizadas no bioensaio de dose para Anthonomus grandis

Diluicéo Mislt'urg' esporo/cristal Twenng? Dieta (mL) Concentra}géo
iofilizada (mQ) 0,01% (mL) (mg.mLY)
1 60,0 50 35,0 1,5
2 40,0 5,0 35,0 1,0
3 20,0 50 35,0 0,5
4 10,0 5,0 35,0 0,25
5 4,0 50 35,0 0,1

3.5. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

O procedimento foi realizado com base no protocolo de extracdo de proteinas
descrito por Lecadet et al. (1991) com algumas modificacfes. Para a extracao foram
utilizados 6,0 mL do caldo bacteriano cultivado por 72h com no minimo 90% de
esporulacdo. O material foi transferido para tubos estéreis de polipropileno de 10mL e
em seguida centrifugado a 14000 rpm a 4°C, por 15 minutos. Apds centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspenso em 5mL de uma solucdo de NacCl
[0,5M], novamente centrifugado por 15 min e posterior descarte do sobrenadante.
Apébs o descarte as paredes do tubo foram cuidadosamente secas com auxilio de
papel absorvente, os sedimentos suspensos com 1,5mL de solucdo de inibidores
(EDTA 100 mM + PMSF 1 mM) e centrifugados por 15 minutos, sendo esse
procedimento repetido por mais duas vezes. ApOs a Ultima centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo o complexo esporo-cristal foi
ressuspenso em 200 uL da solucdo de inibidores e armazenados a -20 °C até andlise
dos perfis proteicos.

A analise das proteinas foi feita em gel de Poliacrilamida-SDS a 10% (SDS-
PAGE). Para isto, adicionou-se uma aliquota de 20 pL da solu¢do tampao de proteina
5X (1,6 mL de SDS 10%, 0,4 mL 2-B-mercaptoetanol, 1 mL de 0,5 M Tris-HCI pH 6.8,
0,2 mL de azul de bromofenol 0,05%, 4 mL de dgua destilada e 0,8 mL de glicerol) em
20 pl do material extraido, homogeneizou-se bem, e o preparo foi colocado sob
aquecimento a 100 °C e 5 minutos. Decorrido esse tempo 20 pl de cada uma das
amostras foi aplicada em gel de poliacrilamida. Para efeito de comparacéo também
foi utilizado 8 pl de marcador de proteina (TrueColor High Range Protein Marker
Sinapse S260°). A eletroforese foi realizada em um aparelho de eletroforese vertical
(Biorad), contendo tampé&o de corrida 1X (Tris-base, glicina, SDS 10%), sob voltagem
constante de 120 V por aproximadamente 2 horas.
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Ao final da corrida, o gel foi transferido para um recipiente de acrilico onde foi
incubado em solucdo de fixacdo (40% de metanol, 10% acido acético e 50% &gua
destilada) por 12h. ApoGs esse periodo, o gel foi lavado 3 vezes com etanol 50% por
20 minutos sob agitacdo moderada, e depois da ultima lavagem, adicionou-se
tiossulfato de sodio (20 mg para 100 ml de agua destilada) por um minuto e lavou-se
0 gel com agua destilada trés por mais 3 vezes por 20 segundos. Retirou-se agua, e
colocou-se a solucéo de nitrato de prata (200 mg AgNOs + 74 pl de formaldeido em
100 ml de agua destilada) em quantidade suficiente para cobrir o gel, que ficou sob
agitacdo de 20 minutos. Em seguida o gel foi lavado com agua destilada trés vezes
por 20 segundos e depois, foi colocado em solucéo reveladora (6 g de Na2COs + 50
pl de formaldeido + 2 ml da solucdo de tiossulfato de s6dio em 100 ml de agua
destilada). O gel foi agitado manualmente até comecar a revelacdo das bandas. O
processo de revelagéo foi interrompido pela lavagem do gel com solugéo de parada
(45 ml de metanol + 10 ml &cido acético em 45 ml de 4gua destilada).

3.6. CARACTERIZACAO MOLECULAR

As estirpes foram submetidas a caracterizacdo molecular através da Reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) para identificacdo dos genes cry presentes.
A extracdo do DNA total foi realizada com Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega) especifico para o aparelho Maxwell®, que consiste em um sistema
automatizado de purificacdo de acidos nucléicos utilizando particulas paramagnéticas.
Cada estirpe foi semeada em placa de Petri, com meio LB (Luria Bertani) durante 16h
em estufa (Temp 28°+2°). ApGs esse periodo, o material cultivado foi retirado com
auxilio de alca descartavel estéril e adicionado a um tubo de polipropileno de 1,5 mL
contendo 200uL de agua deionizada. Nessa mistura foi adicionado 1 pL de lisozima
(25mg/mL) e em seguida incubou-se em banho Maria por 2 horas a 37° C.
Posteriormente, o volume total homogeneizado foi colocado no kit conforme o
protocolo descrito pelos fabricantes. Apos a extracéo, o DNA foi quantificado utilizando
o protocolo e o kit QuantiFluor® ONE dsDNA System desenvolvido para o
equipamento Quantus™ Fluorometer.

As reacoes de PCR foram realizadas para amplificacdo dos genes cryl e cry3
geral sendo preparado um mix composto por 0,6 uL de dNTP mix (10 mM), 1,0 uL (10
MM) para cada iniciador, 2,5 U da Taqg DNA polimerase. Para cryl a amplificacdo foi
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processada nas seguintes condicdes: 94°C/1min de desnaturacédo, 52°C/1 min para
anelamento, 72°C/min de extensdo e uma extensdo final de 72 °C / 5 min, perfazendo
um total de 30 ciclos. Para cry3, foi utilizado 95°C/1 min de desnaturacéo, 48°C/1 min
de anelamento, 72°C/1min de extensdo e uma extensédo final a 72°C por 5 minutos
num total de 30 ciclos. As caracteristicas dos iniciadores utilizados e os perfis
esperados estédo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos primers utilizados para a deteccao dos genes cry

Possiveis Fragmento

Primer Sequéncia dos iniciadores?! genes esperado Referéncia
relacionados (pb)
crylAa 272
crylAb 284
crylAc 272
Cryl  5AAAGATCTGGAACACCTTT 3’ (d)! cry1B 290 Ceron
Geral 5'CAAACTCTAAATCCTTTCAC 3’ (r)? crylC 284 etal,
crylD 284 1994
crylEa 275
crylEb 290
crylFa 284
cry3B, 703
cry3C 709 Ceron
Cry3 5TTAACCGTTTTCGCAGAGA3' (d) cry3Ch 694 etal,
Geral 5TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG 3'(r)  C°ry3Cc 718 1995
cry3D 652
cry3F 733

1.2 Sequéncias nucleotidicas dos pares de primers: d: direto e r: reverso

3.7. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA (MEV)

As estirpes selecionadas foram visualizadas através de microscopia eletronica
de varredura, a fim de se confirmar a presenca e o formato dos cristais proteicos. Para
iSso, as estirpes foram cultivadas por 72h em meio Embrapa a 28+2 °C e 200 rpm,
visualizadas através da microscopia Optica de contrastes de fases para observacéo
dos esporos e cristais e entdo centrifugadas e liofilizadas. Depois de liofilizadas as
amostras foram depositadas sobre suporte metalico tipo “stubs” previamente
preparados com fita de carbono, e entdo cobertas com ouro por 180 segundos
utilizando-se metalizador Emitec Modelo K550 e observados em microscopio

eletronico de varredura modeleo Zeiss DMS962.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram processadas 159 amostras de solo provenientes de seis
diferentes estados do Brasil: Goias (74), Paraiba (9), Bahia (33), Mato Grosso do Sul
(15), Mato Grosso (9) e Ceara (19) (Tabela 04).

Tabela 4. Estado, Local de coleta, Namero de coleta, Sistema de producédo, Cultivos associados e

NUmero de colbnias isoladas a partir do meio Embrapa (ME), meio Embrapa suplementado de penicilina
(ME/PENIC) e meio Embrapa suplementado de estreptomicina (ME/ESTREP).

N° Sistema de . . ME/ ME/
Estado Local de coleta coletas  producdo Cultivos Associados  ME PENIC ESTREP
Soja e milho
Montevidiu 11 ct (anterior), algodao 5 7 2
(coleta)
Soja e milho
Turvelandia 15 C (anterior), algodao 9 4 4
(coleta)
Soja e milho
Cristalina 26 C (anterior), algodao 22 3 15
(coleta)
GO Rio Verde 3 C Milho 0 3 2
Soja e milho
Perolandia 8 C (anterior), algodao 13 5 11
(coleta)
Caiapdnia 2 C * 2 1 2
Mineiros 3 C * 2 2 1
Soja e milho
Jatai 1 C (anterior), algodéao 1 1 3
(coleta)
Matrinha 5 C *1 1 1 5
PB cé;':ﬁéla AC? vegetacdao local 9 2 10
Soja, milho (anterior,
Luiz Eduardo café, feijao
Magalhéaes 20 ¢ gurgutuba) algodéao 12 ° 17
BA (coleta)
Soja e milho
Sao Desidério 13 C (anterior), algodao 0 7 13
(coleta)
~ Soja, feijao e milho
Chapgsiao do 10 C (anterior), algodao 2 7 10
MS (coleta)
Soja, feijao e milho
Costa Rica 5 C (anterior), algodao 0 5 5
(coleta)
Sinop 6 C Soja e algodédo 1 4 1
MT Ipiranga do 3 c *1 5 2 2
Norte
Carnaubal 15 o3 Hortalicas 15 6 13
CE Barbalha 4 AC Algodéao 4 5 0
TOTAL 159 103 74 116

1 C - convencional; 2 AC — area comum sem histérico de cultivo; 2 Organico
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Apés a fase de isolamento em placa com meio soélido, quando foi selecionado
sempre que possivel, pelo menos uma col6nia de cada localidade, foram obtidas 293
colonias bacterianas com aspecto semelhante a B. thuringiensis ou a L. sphaericus;
103 a partir do meio Embrapa; 74 com meio Embrapa suplementado com penicilina e
116 com meio Embrapa suplementado de estreptomicina (Tabela 4).

Nota-se que para uma mesma amostra, nem sempre as colonias de Bt ou Ls
se desenvolveram em meio suplementado com penicilina ou estreptomicina, mesmo
gue em alguns casos, tenha sido observado o crescimento de colénias em placa sem
antibiotico. Devido a ampla variabilidade genética das comunidades bacterianas, este
fato evidencia a importancia da utilizacdo de meio de cultivo sem solucéo antibiética
para o isolamento de um maior numero de espécies, pois mesmo que os antibidticos
tenham sido utilizados em concentracdes recomendadas, é de se supor. que pelos
menos para algumas estirpes, os antibiéticos podem agir como agente bacteriostatico,
impedindo o crescimento e mantendo as células em uma fase estacionéria ou, ainda,
como um bactericida, levando a morte celular das estirpes (GOODMAN; GILMAN'S,
2008; KATZUNG, 2007; BAPTISTA, 2013).

Vale ressaltar também que o método de isolamento empregado pode interferir
nos resultados (TRAVERS et al. 1987, POLANCZYK, 2004; FERREIRA et al. 2017,
WHO, 1987) e que, em alguns casos, 0 uso de antibiéticos nem sempre se mostra
eficiente para isolamento de Bt ou Ls, principalmente em situacdes onde a microbiota
local esteja condicionada a caracteristicas ambientais muito singulares como, por
exemplo, em ambientes muito frios, com na Antartica. Os autores desse trabalho
verificaram que uma das estirpes obtidas se mostrou sensivel a penicilina
(PRABHAKAR; BISHOP, 2011; FORSYTH; LOGAN, 2000). Neste ponto, vale
destacar a sensibilidade do pesquisador para adequacédo do método, e de medidas
complementares que levem a um resultado preciso.

Na segunda etapa de isolamento, que consistiu no cultivo em meio Embrapa
liquido seguido da microscopia Optica de contraste de fases, apenas amostras que
apresentaram esporos caracteristicos de Bt ou Ls, livres de contaminacfes, boa taxa
de esporulacédo em até 72h e presenca de cristal foram selecionadas e enviadas para
0 responsavel técnico da Colecdo de Bactérias de Invertebrados para incorporacao
na colecdo com base na confirmacao da espécie e pureza das amostras. Apos essa

etapa, das 293 colbnias selecionadas no cultivo em meio liquido, 125 amostras foram
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armazenadas na Colecg&o, consistindo em um aproveitamento de 42% do total do
material isolado.

Das 125 amostras armazenadas, 81 foram classificadas como B. thuringiensis
(64,8%), 26 como L. sphaericus (20,8%) e 18 (14,4%) como Bacillus spp. As amostras
classificadas como Bacillus spp. foram selecionadas por apresentarem estruturas
semelhantes a cristais, porém, outras caracteristicas como tamanho e formato do
esporo nao eram compativeis com o padréo de Bt eserdo posteriormente investigadas
(Tabela 5).

Tabela 05. Localizacao, niumero de isolados por amostra e nimero de isolados armazenados.

Local de Numero de isolados armazenados
Estado Isolados/amostra — _ -
coleta B. thuringiensis L. sphaericus Bacillus sp.
Montevidiu 14 5 0 2
Turvelandia 17 1 0 0
Cristalina 40 10 2 3
Rio Verde 5 2 0 0
GO Perolandia 29 7 2 3
Caiaponia 5 3 0 0
Mineiros 5 1 1 0
Jatai 5 2 0 0
Matrinha 7 1 1 0
Campina
PB Grande 21 2 1 0
Luiz Edu?rdo 38 13 4 5
Magalhdes
BA
Sao Desidério 20 1 1 1
Chapgdiao do 19 8 5 1
MS u
Costa Rica 10 4 1 0
Sinop 6 5 3 0
MT i
Ipiranga do 9 0 0 0
Norte
Carnaubal 34 9 4 2
CE
Barbalha 9 7 4 1
TOTAL 293 81 26 18

Notou-se que em todas as regides, Bt foi o isolado que apareceu em maior
proporcao, ou pelo menos, na mesma propor¢cdo que as demais espécies obtidas.
Verifica-se queem muitos trabalhos de prospeccao, tém-se isolado estirpes de Bt e Ls
em diferentes proporcdes, normalmente esses resultados estdo associados as

caracteristicas do local de origem do material coletado e ao método de isolamento
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utilizado. Silva, Dias e Monnerat (2002), por exemplo, encontraram proporcoes
diferentes para isolados de Bt e Ls, originarios de solos brasileiros das regiées Norte
(6,6% de Bt e 5,6% de Ls); Nordeste (16,9% Bt e 2,4% Ls); Centro-Oeste (2,5% de Bt
e 3,7% de Ls), Sudeste (7,2% Bt e 8,4% Ls) e Sul (4,6% Bt e 10,1 % Ls). Yu et al.
(2015), em trabalho de isolamento de Bt a partir de amostras de solo em areas de
floresta na China, utilizando o acetato de sodio e penicilina para isolamento,
selecionaram 593 colbnias a partir de 857 amostras de solo., e Das colbnias isoladas,
apenas 122 foram classificadas como Bt.

Depois que as amostras foram preservadas e inseridas na Colegéo, deu-se
continuidade aos estudos de caracterizagdo. Através dos bioensaios seletivos,
observou-se o potencial patogénico dos isolados para todos os insetos. Das 125
amostras armazenadas no banco, 99 foram testadas para S. frugiperda, H. armigera
e A. grandis e 85 amostras testadas para A. gemmatalis (Tabela 6). Destas, quatro
estirpes apresentaram mortalidade = a 85% para S. frugiperda: S2651 (85,7%); S2878
(86,4%); S2690 (86,4%) e S2744 (100%); cinco com mortalidade = a 85% para H.
armigera: S2651 (91%); S2667 (100%); S2669 (100%); S2721 (100%); S2724 (100%)
e seis amostras para A. gemmatalis: S2660 (95%); S2678 (88,9 %); S2699 (85%);
S2713 (88,9%); S2731 (90%); S2744 (85%). Para A. grandis, trés amostras
apresentaram mortalidade = a 80%: S2720 (96,7%); S2728 (96,7%) e S2744 (81,7%).

Com base nos dados obtidos, alguns pontos se destacam: a diversidade e
especificidade dos isolados, que podem ser observadas em diferentes situacdes:
estirpes com baixos ou moderados indices de mortalidade a pelo menos uma das
espécies testadas como S2736 com 4% de mortalidade para S. frugiperda e 16% para
A. gemmatalis; estirpes apresentando altos niveis de mortalidade para uma so
espécie, como S2728 para A. grandis; S2667, S2668, S2669; S2670, S2721 e S2724
para H. armigera, S2690 para S. frugiperda e S2713 e S2731 para A. gemmatalis e
também, estirpes com altos niveis de mortalidade para espécies de mesma ordem ou
espécies de ordem diferentes simultaneamente, como S2744, que apresentou 100%
de mortalidade S. frugiperda, A. gemmatalis e A. grandis .

Sobre os baixos indices de mortalidade encontrados, vale ressaltar que a falta
de atividade inseticida, ndo quer dizer que esses isolados ndo apresentem atividade
para outros insetos-praga ou mesmo outras fungdes importantes como controle de

fitopatégenos, producdo de antibidticos, promogéo de crescimento, entre outros, por
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ISSo a importancia de serem mantidos em Cole¢bes como importante patrimonio
genético nacional.

Tabela 6. Mortalidade de estirpes de Bacillus thuringiensis e Bacillus sp. contra H. armigera
(Ha), S. frugiperda (Sf), A. gemmatalis (Ag) e A. grandis (Agr)

% Mortalidade em bioensaios seletivos % Mortalidade em bioensaios seletivos
. Lepidoptera Coleoptera ] Lepidoptera Coleoptera
Estirpe  Spp. Estirpe  Spp.
Ha Sf Ag Agr ha St Ag Agr
S2645 Bt 50 33 15 58,3 S2678 Bsp 37,5 864 889 53,3
S2646 Bt 48 58 * 55 S2679 Bt 304 348 556 70
S2647 Bt 38 33 5 45 S2680 Bt 304 455 5 31,7
S2648 Bt 46 25 32 53,3 S2681 Ls * * * *
S2649 Ls * ook * S$2682 Ls * * * *
S2650 Bt 46 13 20 55 S2683 Bsp 16,7 41,7 10 51,7
S2651 Bt 91 86 80 56,7 S2684 Bt 50 58,3 10 60
S2652 Bt 52 13 15 51,7 S2685 Ls * * * *
S2653 Ls * ook * S2686 Bt 455 455 389 43,3
S2654 Ls * * ok * S2687 Bt * 348 0 43,3
S2655 Ls * ook * S2688 Bt 542 609 633 60
S2656 Bt 50 36 15 25 S2689 Bt 16,7 455 68,9 55
S2657 Bt * * ok * S2690 Bt 21,7 864 47,8 63,3
S2658 Bt * ook * S2691 Bt 25 47,8 16,7 76,7
S2659 Bt 35 36 15 48,3 S2692 Ls * * * *
S2660 Bt 25 44 95 46,7 S2693 Bt 542 833 739 58,3
S2661  Bsp 21 57 45 40 S2694 Bt 542 47,8 722 36,7
S2662 Bt 68 50 15 41,7 S2695 Bt * 0 50 23,3
S2663  Bsp 13 4 34 45 S2696 Bt 25 29,2 80,6 41,7
S2664 Bt 58 36 10 53,3 S2697 Bt 409 50 458 41,7
S2665 Bsp 67 37 32 33,3 S2698 Bt 70,8 375 11,3 38,3
S2666 Ls * ook * S2699 Bt 455 42 85 35
S2667 Bt 100 57 20 58,3 S2700 Bt 696 208 794 73,3
S2668 Bt 87 26 O 30 S2701 Bsp 33,3 56 68,8 61,7
S2669 Bt 100 57 83 53,3 S2702 Bt 524 167 5 61,7
S2670 Bt 91 26 69 43,3 S2703 Ls * * * *
S2671 Bt 55 17 42 51,7 S2704 Bsp 458 45 0 60
S2672 Ls * ok * S2705 Ls * * * *
S2673 Bt 57 48 58 51,7 S2706 Bt 333 269 5 36,7
S2674 Bt 57 35 0 * S2707 Bt 48 304 41 68,3
S2675 Ls * ook * S2708 Bt 545 16,7 70 70
S2676 Bt * 50 20 43,3 S2709 Bt 583 20 222 60
S2677 Bt 48 78 58 70 S2710 Ls * * * *

10s resultados dessas amostras serdo tratados no capitulo Il referente aos dipteros.
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% Mortalidade em bioensaios seletivos

% Mortalidade em bioensaios seletivos

_ Lepidoptera Coleoptera _ Lepidoptera Coleoptera

Estirpe Spp. Estirpe Spp.

Ha Sf Ag Agr Ha St Ag Agr
S2711 Bt * * * * S2741 Ls * * * *
S2712 Bt 61,9 42,9 38,9 53,3 S2742 Bt 458 70 27 46,7
S2713 Bt 29,2 43,8 88,9 68,3 S2743 Bt 76,2 545 74 51,7
S2714 Ls * * * * S2744 Bt 79,2 100 100 81,7
S2715 Bt 43,5 52,4 59,7 45 S2745 Bt 333 27,3 28 51,7
S2716 Bsp 34,6 125 5 41,7 S2746 Ls * * * *
S2717 Bt 70,8 41,7 25 56,7 S2747 Bt 68 55 50 43,3
S2718 Bt * 50 10 63,3 S2753 Bt 75 75 * 61,7
S2719 Bt 826 37,5 528 58,3 S2754 Bt 333 583 * 31,7
S2720 Bt 81,8 62,5 23,6 96,7 S2755 Bt 79,2 50 * 51,7
S2721 Bt 100 45,8 32,2 51,7 S2756 Bt 66,7 458 * 48,3
S2722 Bt 39,1 542 15 * S2757 Bt 66,7 583 * 38,3
S2723 Bt 52 62,5 35 41,7 S2758 Bt 565 522 * 28,3
S2724 Bt 100 4,2 60 56,7 S2759 Bt 66,7 41,7 * 18,3
S2725 Bt 625 458 30 48,3 S2760 Bt 565 391 * 50
S2726 Bt 76,2 458 66,7 60 S2761 Bsp. 29,2 50 * 40
S2727 Bt 62,5 458 35,7 75 S2762 Bsp. 54,2 25 * 45
S2728 Bt * 85 62,8 96,7 S2763 Ls * * * *
S2729 Ls * * * * S2764 Ls * * * *
S2730 Bt 50 33,3 61,1 51,7 S2765 Ls * * * *
S2731 Bt * 545 90 50 S2766 Bt 54,2 542 * 33,3
S2732 Ls * * * * S2767 Bsp. 36,4 542 * 35
S2733 Bt 625 72,7 44,4 45 S2768 Bt 54,2 417 * 40
S2734 Ls * * * * S2769 Bt 50 54,2 * 55
S2735 Bsp 44 50 0 46,7 S2770 Bt 50 625 * 66,7
S2736 Bt 375 43 16,1 48,3 S2771 Bsp. 41,7 625 * 61,7
S2737 Bsp 375 22,7 O 45 S2772 Ls * * * *
S2738 Bsp 44 55 0 45 S2773 Bsp. 4,2 4177 * 48,3
S2739 Ls * * * * S2774 Bt 66,7 458 * 55

S2740

Ls
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Nota-se a presenca de uma maior proporcao de cepas ativas para H. armigera
e A. gemmatalis, em relacdo a S. frugiperda, no qual quatro isolados, provocaram
mortalidade maior ou igual a 85%. A dificuldade de encontrar cepas nativas para essa
espécie ja foi relatada por Polanczyk (2004) que ao estudar a atividade de diferentes
isolados de Bt, chegou a mortalidade maxima de 45% para Sf. J& Loguercio et al.
(2001) testaram 3.408 isolados nativos e somente 3,3% causaram mortalidade acima
de 75% para Sf, e mais da metade dos isolados apresentaram atividade de 52%, ou
seja, mostrou-se pouco ativo, causando de 0 a 10% de mortalidade. Silva-Werneck et
al. (2000) estudaram o efeito de 205 isolados de Bt e, destes, apenas um causou
mortalidade de 100% para Sf.

Mesmo se tratando de insetos de mesma ordem, que apresentam habitos e
exigéncias nutricionais semelhantes, muitos fatores podem estar associados a essas
diferencas de resultados, entre os quais podemos citar a existéncia de diferentes sitios
de ligacdo ou diferentes receptores no intestino dos lepidépteros que variam em cada
uma das espécies, portanto € fundamental conhecer a interacéo toxina/receptor para
determinacao da atividade inseticida das proteinas Cry contra lagartas de espécies
suscetiveis (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Outro ponto importante, diz respeito as diferencas existentes entre microbiota
intestinal de cada um dos lepidépteros utilizados, que podem ser influenciados por
fatores como o habitat onde se encontram, fonte de alimento e estagio de
desenvolvimento, que irdo interferir diretamente em suas funcdes fisioldgicas basicas,
inclusive no fortalecimento de respostas imunes para prote¢cdo contra patdégenos
(SHAO et al., 2017). Neste sentido, o papel do potencial das bactérias intestinais ja foi
avaliado em H. armigera, no qual foi observado uma redugcédo na mortalidade larval ao
longo de sucessivas geracdes expostas a Bt, indicando um aumento da resisténcia
dessa populacédo, e o0 mesmo efeito ndo foi observado quando as lagartas foram
alimentadas com dieta contendo antibidticos que causaram a remoc¢ao de parte de
sua microbiota intestinal (PARAMASIVA et al., 2014).

Ainda no intestino médio, também encontra-se as proteinases responsaveis
pela clivagem das protoxinas Cry, liberadas apos dissolugcéo dos cristais de Bt por
acao do pH alcalino. Sob condi¢bes naturais, a diversidade de isoformas das serino-
proteases, como tripsina e quimotripsina, presentes nos extratos intestinais das larvas
de lepidopteros pode contribuir para protecdo dos efeitos nocivos de proteinas com
atividade inseticida (De MAAGD et al., 2001). No que diz respeito a Bt, estudos
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demonstram que algumas espécies de insetos tém habilidade reduzir a atividade
dessas proteinases, promovendo um atraso no processamento da protoxina em
toxinas ativas, e com isso conferindo algum grau de resisténcia aos cristais de Bt
(KRUMBAIAH et al., 2007). Em Plodia interpunctella, por exemplo, a perda de tripsina
especifica do intestino médio, foi responsavel pela resisténcia parcial as toxinas CrylA
(OPPERT et al., 1997).

Para A. grandis, apenas trés estirpes causaram mortalidade acima de 80%.
Um numero reduzido de estirpes com atividade para A. grandis também tem sido
reportada por outros autores. Martins et al. (2007), detectou apenas cinco isolados
causando mortalidade acima de 80% entre as 215 estirpes avaliadas e Praca et al.
(2005), entre 300 estirpes avaliadas, apenas quatro apresentaram mortalidade
elevada. Entre outros fatores, sabe-se que a solubilizacdo das proteinas no intestito
médio depende principalmente do pH alcalino assim como ocorre na maioria dos
insetos, das ordens Lepidoptera e Diptera. Desta forma, uma menor efetividade destas
proteinas em coledpteros pode ser devido ao pH levemente acido (5 £ 0,1) na por¢ao
anterior do intestino médio e neutro (7 £ 0,1) na porcéo posterior do intestino médio,
tanto para larvas quanto para adultos (MACEDO et al., 2017; De MAAGD et al.,2001;
SCHNEPF et al., 1998).

Outro ponto que vale ressaltar é a toxicidade cruzada que pode ser causada
em insetos de ordens distintas, como ocorreu com a estirpe S2744. Fato semelhante
também j& foi demonstrado por outros autores. Frankenhuyzen (2013), estima que
entre as 148 classes de proteinas estudadas, pelo menos 23 afetaram entre duas e
até seis ordens de insetos simultaneamente. O mesmo fato foi constatado por Praca
et al. (2004) que relatam a selecdo de duas estirpes de B.thuringiensis
simultaneamente tdxicas para lepidopteros (Spodoptera frugiperda, Anticarsia
gemmatalis), coleépteros  (Anthonomus grandis) e  dipteros (Aedes
aegypti e Culex quinquefasciastus) e que apresentaram peso molecular variando
entre 130 e 65 kDa e o0s genes crylAa, crylAb, crylAc, cry2 e crylB.

Também vale destacar que todas as amostras com maiores indices de
mortalidade foram originarias de areas sob sistema convencional, que apresentavam
no seu historico de plantio, culturas como soja, milho e algodao, que séo hospedeiras
do mesmo complexo de pragas avaliadas neste estudo, diferentemente do que
aconteceu nas areas producdo organica, onde eram explorados principalmente

hortalicas, a mortalidade maxima obtida foi de 79% para H. armigera. Embora néo
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seja possivel uma afirmacéo categorica, este fato pode refletir a funcéo ecoldgica de
Bt em um dado ecossistema. Isto porque, em ambiente natural, a infec¢cao por Bt em
um determinado hospedeiro como as espécies de lepidopteros testados, poderia levar
a um processo de selecdo e reciclagem de estirpes que contenham genes
entomocidas especificos as pragas mais comuns nas areas, contribuindo para
manutencdo desses microrganismos, jA que o inseto morto parece ser o ambiente
ideal para germinacdo e multiplicacdo dos esporos e solo o principal reservatério
(LAMBERT et al. 1992). Casos semelhantes, foram observados por Fatoretto et al.
(2007) no qual relatam um maior niumero de isolados com atividade inseticida a S.
frugiperda originarios das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, consideradas regides
com altos indices populacionais de S. frugiperda.

Entre as estirpes que apresentaram maior taxa de mortalidade nos ensaios
seletivos, algumas foram submetidas a bioensaios de dose para estimar a CLso. Para
S. frugiperda foram selecionadas as estirpes S2744, S2651, S2678, para H. armigera
as estirpes S2651 e S2744 e para A. grandis as estirpes S2728 e S2444 (Tabela 06).

A andlise de comparacéao utilizada pelo método de Probit foi o teste de Chi-
quadrado ao nivel de significancia de 5% de probabilidade, no qual verificou se os
dados estimados se aproximam dos observados (Tabela 7).

Com excecéo da repeticdo 3 para a estirpe 2728 em S. frugiperda, 2651 para
H. armigera e também os valores obtidos para A. grandis, todos os valores de x? estdo
dentro dos limites requeridos, ou seja, foram inferiores aos valores x? tabelados,
indicando que os dados analisados se adequaram ao modelo de Probit. Alguns fatores
podem justificar estes resultados, como a variagao de poténcia entre as estirpes.

Neste caso, para se obter concentracées semelhantes para as demais, talvez
o0 mais adequado seria aumentar as concentracdes utilizadas. Entretanto, por
questdes praticas, doses muito superiores as pré-estabelecidas nessa pesquisa
poderiam ndo ser economicamente viaveis para utilizacdo dessas estirpes como
bioinsetidas, pois haveria necessidade de utilizar concentracdes muito altas do
produto. Contudo, essas estirpes ainda assim podem representar um importante
recurso genético a ser explorado na construcao de eventos transgénicos piramidados,
principalmente se o seu conteudo genético apresentar genes que codifiquem toxinas
inseticidas, diferentes das que ja sao utilizadas, como as proteinas CrylA, CrylF, o

qual ja ndo se mostram téo eficazes para algumas populagfes de insetos resistentes.
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Tabela 7. Estirpes, Repeticdo, Namero de individuos testados (N), Inclinacdo da curva (Slope), teste

de Qui-quadrado (X?), graus de liberdade (GL), concentracao letal com os respectivos intervalos de

confianca (CLso)

Spodoptera frugiperda

Estirpe Repeticdo N CLso (IC 95%) X2 GL
R1 168 34,11 (12,53 - 61,77) 4,11 5

2744 R2 168 58,65 (5.26 - 146,22) 1,19 5
R3 168 65,04 (9.09 - 136,78) 3,97 5

R1 168 30,65 (0.34 - 100,14) 0,36 5

2651 R2 144 47,38 (13,23 - 101,49) 1,72 4
R3 144 160,56 (62,45 - 457,03) 0,77 4

R1 192 352,886 (164,29 - 949,25) 5,07 6

2678 R2 168 292,320 (94,98 - 1662,42) 3,04 5
R3 240 NC 7,23 8

Helicoverpa armigera
Estirpe Repeticdo N CLso (IC 95%) X2 GL
R1 192 137,177 (42,623 -287,011) 16,67 6
2744 R2 168 71,827 (16,282 -146,054) 5,31 5
R3 144 49,814 (3.869 - 110.425) 3,18 4
R1 192 101.442 (42,728-193,262) 3,18 6
2651 R2 168 136, 598 (25,858 - 600,598) 6,72 5
R3 144 NC? 1,75 4
Anthonomus grandis

Estirpe Repeticdo N CLso (IC 95%) X2 GL
R1 60 NC 6,49 4
2728 R2 60 NC 3,92 4
R3 60 NC 5,99 4
R1 60 NC 0,83 4
2744 R2 60 NC 2,12 4
R3 60 NC 1,30 4

1NC: Valores nao calculados pelo Probit

Além da caracterizacdo da toxicidade por meio de bioensaios, também foi

realizada a caracterizagdo morfoldégica por microscopia eletrbnica de varredura e

caracterizacao do perfil proteico e molecular. Para essas analises, foram selecionadas

as estirpes que apresentaram mortalidade = a 85% para S. frugiperda (S2651, S2678,
S2690 e S2744) e 100% de mortalidade para H. armigera (S2667, S2669, S2721,
S2724) e A. gemmatalis (S2744). Para A. grandis foram selecionadas as que
apresentaram mortalidade = a 80%, (S2720, S2728, S2744).
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Durante o isolamento, nem sempre foi possivel observar por microscopia
Optica de contraste de fase sob aumento de 1000X, a forma das inclusdes cristalinas
produzidas, devido seus tamanhos reduzidos. Fato que ocorreu com a maioria das
amostras avaliadas, incluindo todas as que foram selecionadas a partir dos bioensaios
seletivos, que apresentavam cristais semelhantes a pequenas particulas mais
eletrodensas dispersas no meio com movimento browniano.

Através da microscopia eletronica de varredura (MEV) observou-se que as
estirpes S2651, S2667, S2721 e S2744 apresentaram cristais soltos, esféricos ou
quase esféricos com tamanho inferior a 1,0 um de didmetro. Ja as estirpes S2728 e
S2744 também apresentaram cristais com aspecto semelhante aos anteriores, porém,
estes se encontravam aglomerados. Cristais com 0 mesmo aspecto ja foram relatados
por Bernharr et al., (1997), que os descreviam como “pontos” ou “cristais secundarios”
gue poderiam estar associados a cristais principais maiores, como 0s bipiramidais, ou
mesmo aparecerem isoladamente sem associagcdo com outros cristais. Tal fato foi
relatado por Djenane e colaboradores (2017) em trabalho de isolamento na regido da
Argélia, no qual verificaram que, entre os 137 isolados analisados por MEV, a forma
esférica foi predominante em 88 isolados, estando associados com outros cristais (58)
ou como forma Unica (30). Iriate et al. (2000) também observaram cristais pequenos
irregulares e quase esférico em uma linhagem de Bacillus thuringiensis subsp.
navarrensis. Suzuki (2006), em trabalho de isolamento de bactérias endofiticas da
mandioca, relata a predominancia de cristai pontuais ou secundarios entre todas as
amostras caracterizadas como Bt, entre os isolados, apenas 1 apresentou cristais
grandes (> 1,0 um). A autora também destaca que ainda ha poucos estudos sobre
esses cristais secundarios e que ainda néo foi verificada nenhuma relacao entre sua
morfologia e atividade inseticida (SUZUKI, 2006).

Em alguns casos, a formacgéo de cristais pode se associar a algum tipo de
proteina Cry como também aos seus genes cry, dando indicios de sua respectiva
atividade inseticida (TAYLOR et al., 1992; LERECLUS et al.,1993; HABIB;
ANDRADE,1998). Cristais esféricos ja tiveram sua atividade inseticida associada tanto
a coleopteros (SILVA, 2008) quanto a lepidépteros (CONSTANSKI et al., 2015).

Para as estirpes S2690 e S2678 nao foi possivel a visualizagdo de cristais por
MEV, nas condi¢fes testadas, devendo este fato estar relacionado a qualidade da

amostra utilizada. Nesse caso, para uma melhor visualizagcdo dessas estruturas,
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provavelmente seria mais indicado a purificagcdo dos cristais para a repetiacao

damicroscopia das amostras.
Figura 05. Micrografia eletrénica de varredura da mistura esporo-cristal das estirpes S2651, S2667,
S2720, S2721, S2744 e S2728. Esporo (es) e Cristal esférico (ce).

Fonte: a autora
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Embora tenha um tipo de cristal esférico predominante, o perfil proteico (SDS-

PAGE) apresentou diferentes padrdes de banda para cada uma das estirpes (Figura
6).

Figura 06. Gel de SDS-PAGE (10%) representando o perfil eletroforético das proteinas extraidas das
estirpes de Bacillus sp com atividade inseticida S. frugiperda, A. gemmatalis, H. armigera e A. grandis.
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Sabe-se que parte das estirpes de Bt podem sintetizar mais de um tipo de
cristal e estes podem ser fromados por até cinco toxinas, com massa molecular
variando principalmente de 30 a 142 kDa (MONNERAT; BRAVO 2000).

A diversidade de massas moleculares observadas sugere que algumas
familias podem estar relacionadas as respectivas mortalidades. Por exemplo a familia
de proteinas Cry5, que apresenta massa molecular em torno 135-152 kDa
(CRICKMORE et al., 2019). Um peptideo correspondendo a uma massa molecular
proxima pode ser visualizado nas estirpes 2651, 2721, 2728 e 2744. Proteinas da
familia Cry5 foram descirtas como ativas contra nematodides, acaros e formigas e,
ainda, mostram atividade contra coledpteros e lepidopteros (CRICKMORE et al., 2019;
PRACA et al., 2007).

O peptideo com massa molecular proxima a 75kDa, que aparece na maioria
das amostras analisadas (2651, 2670, 2667, 2670, 2678, 2699, 2720, 2721, 2731,
2724 e 2744) ja foi relacionado com as familias Cry2 (70-71kDa) (LERECLUS et al.,
1989), Cry3 (73-75 kDa) (LAMBERT et al., 1992); Cry10 (78kDa) (THORNE et al.,
1986); Cryl1 (72kDa) (DELECLUSE et al., 1995); Cry18 (79kDa) (CRICKMORE et al.,
2019), Cry19 (75kDa) (ROSSO; DELECLUSE, 1997) e outros, estando sua atividade
inseticida relacionada a insetos de diferentes ordens, inclusive em Lepidoptera,
Coleoptera e Diptera. Fiuza et al. (2012) relata a ocorréncia do isolado Bt3146-4,
selecionado por sua alta atividade a A. gemmatalis, que apresentou cristais esféricos
e sintetizaram fragmentos proteicos de 70 a 38 kDa (FIUZA et al., 2012).

Ja o peptideo ~45kDa pode ser visualizado no perfil de todas as amostras. Yu
et al. (2015) em trabalho de isolamento obtiveram 122 estirpes de Bt, as quais
apresentaram padr6es multiplos de bandas, inclusive de 45 kDa. Nessas estirpes,
também foi observado a presenca de cristais esféricose e a presenca de diferentes
genes cry (cryl, cry2, cry3, cry5, cry9, cryl5s, cryl8, cry26 , cry28 , cry30, cry32,
cry50, cry54 e cry56) porém, 40 cepas, das 122 isoladas, ndo amplificaram nenhum
desses genes testados, mesmo que algumas delas tivessem apresentado atividade
inseticida para o larvas do lepidoptero Ostrinia furnacalis (YU et al. (2015). Sugerindo
gue outros genes (cry ou ndo) pudessem estar relacionados a essa atividade

Uma outra banda de aproximadamente 35 kDa também pode ser visualizada
em todas os perfis. Brown e Whiteley (1992) ja relataram a ocorréncia de uma proteina
de 34kDa associada ao gene cryl5 com atividade inseticida a lepidopteros. Konecka

et al. (2012) também observaram a atividade inseticida cepa MPUBG63 contra Cydia
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pomonella (Lepidoptera:Tortricidae) e relatam a ocorréncia dos genes crylb e cryl5
nesse isolado.

Apenas nas estirpes 2728 e 2744 pode-se observar um polipeptideo com sinal
mais forte com massa molecular préxima a 25 kDa, valor proximo ao encontrado para
estirpe de B. thuringiensis subsp. kumamotoensis, o qual ja foi relatado causando
mortalidade para insetos das ordens Coleoptera, Lepidoptera e Diptera (KUTASI et
al., 2016). Em muitos trabalhos de caracterizacéo, os polipeptideos com massa de 25
a 28 kDa também tém sido associados a proteinas Cyt.

Também é possivel a visualizagdo de bandas com peso moleculares mais
baixos, situadas nos intervalos entre 15-10kDa. Ellis et al. (2002) relatam a ocorréncia
de trés isolados de B. thuringiensis (PS80JJ1, PS167H2 e PS149B1) produziram
inclusGes parasporais compostas principalmente por proteinas cujas massas
moleculares eram de aproximadamente 13 a 14 e 44 kDa e descritas como novas
proteinas ativas as larvas do crisomelideo Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera:
Chrysomelidae)

Apesar da diversidade de perfis proteicos encontrados, nao houve
amplificacdo por PCR, para os genes cryl e cry3, que sédo reconhecidos por sua
atividade inseticida a ordem Lepidoptera (PRACA et al., 2004) e Coleoptera
(MARTINS et al., 2007), inclusive para as mesmas espécies testadas nesse estudo.
E de extrema importancia que novos trabalhos com outros primers sejam realizados

para melhor elucidacao dos fatores associados a mortalidade dessas estirpes.

5. CONCLUSOES

1. O numero de isolados de cada espécie € variavel entre as regides, havendo
predominéancia de B. thuringiensis em relagéo a Lysinibacillus sphaericus e Bacillus
spp.

2. Apos bioensaios seletivos, foi possivel eleger pelo menos uma estirpe toxica a
cada uma das espécies de insetos testadas.

3. Na caracterizacdo por microscopia eletrénica de varredura é observado um
mesmo tipo de cristal pequeno e esférico, embora as amostras selecionadas tenham
exibido perfil proteico variavel.

4, N&o houve amplificacdo por PCR para os genes cryl e cry3, sugerindo que

outros genes possam estar associados a mortalidade provocada por essas cepas.
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CAPITULO II: CARACTERIZACAO DE ESTIRPES DE Bacillus e Lysinibacillus COM
ATIVIDADE DIPTERO-ESPECIFICA

RESUMO: Algumas espécies de culicideos dos géneros Culex e Aedes sao
consideradas importantes vetores de doencas humanas e, por isso, sao alvo de
programas de saude publica que visam a diminuicdo da densidade populacional
desses insetos e com isso, a transmissdo das doencas. Este trabalho teve como
objetivo selecionar estirpes dos géneros Bacillus e Lysinibacillus pertences a Colecéo
de Bactérias de Invertebrados, buscando o reconhecimento de novas linhagens que
possam ser usadas em formulacdes de bioinsetidas para controle dos vetores A.
aegypti e C. quinquefasciatus. Das 125 amostras testadas, apenas a estirpe 2741 de
Ls causou mortalidade de 100% para larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus. Essa
amostra foi caracterizada quanto a sua morfologia e seu perfil bioquimico e molecular.
A CLso obtida foi de 1,32 ng/mL, para C. quinquefasciastuas. A microscopia eletronica
de varredura evidenciou a presenca de cristais esféricos, caracteristicos de L.
sphaericus. O gel de proteinas (SDS-PAGE) apresentou perfil de 102, 58 e 38 KDa e
produtos de PCR com tamanho esperado para a toxina binaria BinA e BinB. A estirpe
S2741 apresentou potencial bioinseticida para A. aegypti e C. quinquefasciastus.

Palavras-chave: Culex quinquefasciastus. Aedes aegypti. Controle biolégico.
Bactérias entomopatogénicas.
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CHAPTER II: CHARACTERIZATION OF Bacillus and Lysinibacillus strains WITH
DIPTER-SPECIFIC ACTIVITY

ABSTRACT: Some species of culicids of the genera Culex and Aedes are considered
important vectors of public diseases and, therefore, are the target of health programs
that aim to reduce the population density of these insects and, with that, the
transmission of diseases. This study aimed to select strains of the Bacillus and
Lysinibacillus genera belonging to the Invertebrate Bacteria Collection, aiming at the
recognition of new strains that can be used in bioinserted formulations to control the
vectors A. aegypti and C. quinquefasciatus. Of the 125 beads tested, only one strain
of 2,741 Ls caused 100% mortality for A. aegypti and C. quinquefasciatus larvae.This
sample was characterized in terms of its morphology and its biochemical and molecular
profile. The LC50 obtained was 1.32 ng / mL for C. quinquefasciastuas. Scanning
electron microscopy showed the presence of spherical crystals, characteristic of L.
sphaericus.The protein gel (SDS-PAGE) showed a profile of 102, 58 and 38 KDa and
PCR products with the expected size for the binary toxins BinA and BinB. A S2741
strain showed a potential bioinsecticide for A. aegypti and C. quinquefasciastus.

Key-words: Culex quinquefasciastus. Aedes aegypti. Biological control.
Entomopathogenic bacteria.
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1. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por insetos ainda se constituem um sério problema de
saude publica. Entre os vetores mais importantes, destacam-se 0S mosquitos
hematofagos que apresentam elevado potencial de transmissdo de patdgenos e
disseminac¢édo de doencas. A familia Culicidae (Diptera) abriga mais de 3.000 espécies
de mosquitos, como Culex quinquefasciastus (Say, 1823) e Aedes aegypti (Linnaeus,
1762). Ambas as espécies sao consideradas antropofilicas e endofilicas, e devido
suas caracteristicas bioldgicas, como ciclo de vida curto, elevada taxa reprodutiva e
facilidade de adaptacdo ao ambiente, estdo amplamente distribuidas pelo mundo,
principalmente em regides tropicais como o Brasil (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Culex quinquefasciatus é um dos principais vetores do filarideo Wuchereria
bancrofti (COBBOLD, 1877) causador da filariose linfatica, que acomete milhdes de
pessoas em todo mundo. Além desta doenca, também é responsavel pela
transmisséo de outros virus, como Virus do Nilo Ocidental, da encefalite de St. Louis,
Rocio, Oroupoche, Mayaro e outros que ja se encontram em circulacdo no Brasil
(LIMA-CAMARA, 2016).

Aedes aegypti também é considerado importante vetor de multiplos arbovirus,
entre eles o virus da Dengue, Chikungunya e Zika, que podem ser transmitidos
simultaneamente para um mesmo individuo por um s6 mosquito e em um Unico
episodio de alimentacdo (KOTSALIOZI et al., 2017; RUCKERT et al., 2017). De
acordo com o Ministério da Saude (2020) a Dengue é reconhecida como um dos
principais problemas de saude publica no mundo, inclusive em territério brasileiro,
onde apenas para o primeiro trimestre de 2020, foram notificados mais de 390 mil
casos provaveis no pais, seguido de 11.453 casos provaveis para Chikungunya e
1.395 de Zika.

Para a maioria das doencas descritas anteriormente, ainda ndo ha vacinas
disponiveis portanto, reduzir a populacédo de vetores € uma das melhores alternativas
para contencdo dessas doencas. Para isso, algumas formas estdo disponiveis, entre
elas o controle mecéanico através do uso de armadilhas e eliminacdo de criadouros, e
também o uso de inseticidas quimicos para controle de larvas e adultos
(WERMELINGER; FERREIRA, 2013).

Historicamente, o controle quimico tem sido amplamente utilizado, entretanto,

em alguns casos, tem resultado na evolucao da resisténcia para diversas espécies de
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mosquitos em diferentes lugares no mundo (SANTOS; PAZ; LIMA, 2019; CHEDIAK,
et al., 2016; MOYES et al. 2017), fazendo com que 0s surtos populacionais sejam
reemergentes todos os anos. Além deste inconveniente, o uso de inseticidas sintéticos
também pode apresentar restricbes devido a sua toxicidade para organismos nao alvo
e pelos riscos de contaminacdo ao homem e ao ambiente (CHAREONVIRIYAPHAP
et al., 2013; HEMINGWAY; RANSON, 2000).

Desta maneira, € imprescindivel que outros métodos alternativos ao controle
qguimico possam ser explorados a fim de integrarem os programas de manejo para
controle de A. aegypti e C. quinquefasciastus. Entre as opc¢fes disponiveis, alguns
agentes microbianos de controle se destacam, como as bactérias entomopatogénicas
Bacillus thuringiensis israelenis (Bti), que apresenta elevada atividade inseticida
contra larvas de Aedes, Culex, Anopheles e Simulium e também a bactéria
Lysinibacillus sphaericus (Ls), que apresenta atividade larvicida para espécies dos
géneros Culex, Anopheles, Aedes e Mansonia (LACEY, 2007).

Além da atividade inseticida bem consolidada, ambos agentes de controle séo
altamente especificos para seus alvos e se mostram eficazes e seguros ao homem e
ao ambiente, e sdo, inclusive, recomendados pela Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS) (WHO, 1985). Outras vantagens relacionadas a esses microrganismos € que
apresentam facilidade para producdo em larga escala, armazenamento, transporte e
aplicacao (BRAVO et al., 2011; LACEY et al., 2015).

Diante do potencial destes microrganismos a realizacdo de pesquisas,
visando o isolamento e caracterizacdo de cepas dos géneros Bacillus ou
Lysinibacillus, podem representar uma boa alternativa para programas de supressao
de A. aegypti e C. quinquefasciastus. Esses estudos poderiam desencadear a
descoberta de diferentes combina¢des de novos genes com ac¢ao inseticida. E esta é
considerada uma importante vantagem, pois, embora os géneros Bacillus e
Lysinibacillus apresentem ampla variabilidade genética, atualmente, sdo encontrados
no mercado, apenas produtos a base de B. thuringiensis israelenses (Bti), que tem
como principio ativo as toxinas formadoras de cristais Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa, e
CytAa (BERRY, et al., 2002), e produtos a base L. sphaericus, que apresenta como
principio ativo principal as toxinas binaria BinA e BinB (SANTOS, 2017).
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2. OBJETIVOS

Avaliar a atividade inseticida de novas estirpes de Bacillus spp. e Lysinibacillus
sphaericus, pertencentes a Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, enquanto agentes de controle biolégico dos

vetores Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar por meio de bioensaios seletivos, a toxicidade cepas de Bacillus spp.
e Lysinibacillus sphaericus para Aedes aegypti e Culex quinquefasciastus.

e Quantificar o potencial larvicida de estirpes de Bacillus spp e Lysinibacillus
sphaericus ativos a Aedes aegypti e Culex quinquefasciastus através de ensaios
para estimar concentracéo letal média (CL50).

e Realizar a caracterizacdo morfolégica, molecular e bioquimica dosisolados que

apresentarem atividade a Aedes aegypti e Culex quinquefasciastus.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. PREPARO DAS AMOSTRAS PARA BIOENSAIOS SELETIVOS

As amostras utilizadas nos ensaios foram provenientes do material
preservado em papel filtro e depositados na Cole¢édo de Bactérias de Invertebrados
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para preparo das amostras, uma
tira de papel filtro impregnada com mistura esporo/cristal foi inoculada em Meio
Embrapa liquido e multiplicada em incubador rotativo sob agitacéo continua de 200
rom a 28 £2 °C por 72 horas até sua completa esporulagéo.

3.2. PROCEDENCIA DOS INSETOS

Os insetos utilizados em todos os ensaios foram provenientes da Plataforma
de Criacéo de Plantas e Insetos (PCPI) da Embrapa Cenargen, criados em salas com
condicbes controladas de temperatura (28°C = 1°C), umidade relativa (70%) e

fotoperiodo (14:10 claro:escuro).



89

Para manutencdo de ambas as espécies, os ovos foram colocados em
bandejas contendo agua filtrada desclorificada, onde permaneceram até atingirem a
fase de pupa, que eram coletadas e transferidas para gaiolas de contencédo até
virarem adultos. Na fase adulta, a alimentacao foi a base de solucdo de mel a 10% e
para as fémeas, também foi oferecido sangue desfibrinado bovino. Semanalmente foi
realizada a coleta dos ovos que eram acondicionados em bandejas contendo agua
para C. quinquefasciastus ou em papel filtro para A. aegypti, neste caso, quando
necessario os papeéis contendo ovos eram novamente depositados em bandejas com

agua para ecloséo.

3.2. BIOENSAIOS SELETIVOS

Todos os bioensaios foram realizados com larvas de segundo instar de A.
aegypti ou de C. quinquefasciatus, e consistiu em adicionar 1 mL da cultura bacteriana
crescida por 72 horas em cada copo descartavel contendo 100 mL de agua filtrada

desclorificada e 25 larvas.

Figura 01: Bioensaio seletivos para A. aegypti e C. quinquefasciatus. Copos com agua desclorificada
contendo larvas de 2° instar A. aegypt.

Fonte: a autora

As estirpes foram testadas em duplicata e as avaliacdes foram realizadas
apos 24 horas, quando se tratava de estirpes de Bacillus spp. e com 48 horas para
estirpes de L. sphaericus. Para os ensaios com Ls foi adicionada uma pitada de levedo
de cerveja para garantir que a falta de alimento ndo estivesse relacionada a
mortalidade das larvas. Durante a avaliacao foi observada a motilidade larval, e os

individuos néo reativos, eram contabilizados como mortos. Como testemunha, foi feito
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um controle sem adi¢éo da bactéria, e ao final de cada ensaio foi calculado a % de
mortalidade, caso alguma estirpe apresentasse mortalidade maior que 90% eram
selecionadas para compor 0s ensaios de dose e caracterizacdo morfoldgica,
molecular e bioquimica (MONNERAT et al., 2001; SILVA-WERNECK; MONNERAT,
2001).

3.4. ENSAIOS SELETIVOS COM DIFERENTES FRACOES DO CALDO
BACTERIANO E DIFERENTES TEMPOS DE CRESCIMENTO

Esses ensaios foram realizados apenas com as estirpes que provocaram
mortalidade superior a 90% para A. aegypti ou C. quinquefasciastus, e seguiu o
mesmo protocolo utilizado nos ensaios seletivos, diferindo apenas do material testado,
gue consistiu em quatro fragcdes do caldo bacteriano crescido por 72h. A primeira
porcao era composta da mistura completa do esporo cristal obtida apds o crescimento
em meio liquido por 72h. Para obtencéo das outras fases, 4 mL do cultivo esporulado
foi centrifugado separadamente em microtubos de 2mL por 20 min a 12.000 rpm. Apos
centrifugacdo, 1mL do sobrenadante foi reservado e o outro 1mL foi filtrado em filtro
milipore de 0.22 um para garantir a auséncia de qualquer material particulado (cristais,
esporos ou restos de meio de cultura), o pelet contendo a mistura esporo/cristal obtido
a partir do material centrifugado foi ressuspenso em 2 mL de agua estéril. A
microscopia Optica também foi realizada no material filtrado para certificar a auséncia
de qualquer material particulado nas amostras a serem testadas. Foram realizados
ensaios seletivos com os cultivos bacterianos em diferentes tempos de crescimento,
com 24h, 48h e 72h.

3.5. BIOENSAIOS DE ClLso

Os ensaios de dose foram realizados conforme metodologia descrita por
Praca et al., (2013). Para tal, foram preparadas sete diluicdes seriadas a partir de
amostras liofilizadas. Inicialmente foi preparada uma solugao estoque “A” pesando-se
5mg do material liofilizado e adicionando 10 mL de agua destilada estéril. A partir da
solucao “A” foi retirado 100 L e adicionado 9,9 mL para solugéo “B” e a partir desta,
a solugao “C” adicionando 1000 pL a 9,0 mL de agua (Tabela 01). As diluigées foram
obtidas a partir da solugao “C” em funcao da poténcia da amostra.
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Tabela 01. Solucbes estoque utilizadas para preparo das diluicdes do bioensaio de CLso contra Aedes
aegypti Culex quinquefasciatus.

SOLUCOES
A 10mL H20 + 5 mg bactéria
B 9,9 mL H20 + 100 pL solucdo A
C 9,0 mL H20 + 1000 pL solucdo B

Como se trata de novos isolados, primeiramente foram utilizadas as aliquotas
estabelecidas para amostras de menor poténcia, ou seja, utilizando concentracdes
mais altas (Tabela 2).

Tabela 02. Diluicdes e concentracdes finais utilizadas no bioensaio de CLsg contra A. aegypti
e C. quinquefasciatus para amostras de menor poténcia

Dose Aliquota pL Solugdo C Concentragao final

(0,005 mg/mL) (ng/mL)
1 5000 250
2 4000 200
3 2000 100
4 1000 50
5 800 40
6 400 20
7 200 10
8 100 5

No caso da impossibilidade do calculo da CLso por alta mortalidade, foi
preparado um novo bioensaio utilizando concentracdes maisa baixas, tomando como
referéncia a Tabela 03. Foi considerado que amostras de maior poténcia sao aquelas
gue se mostram téo eficientes, quanto a estirpe padréo para matar 50% da populacao
tratada e o contrario para amostras de menor poténcia (PRACA et al., 2013).
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Tabela 3. Diluicdes e concentracdes finais utilizadas no bioensaio de dose contra A. aegypti C.
quinquefasciatus para amostras de maior poténcia

Dose Aliquota pL Solucéo C Concentracéo final
(0,005 mg/mL) (ng/mL)
1 200 10
2 160 8
3 120 6
4 80 4
5 40 2
6 20 1
7 10 0,5

Assim, a partir da solucdo C, foram feitas diluicbes seriadas decimais,
adicionando as respectivas aliquotas (Tabela 02 ou Tabela 03) em copos de
poliestireno contendo 100 mL de agua filtrada desclorificada e 25 larvas de segundo
instar de cada uma das espécies de mosquito testada.

Cada dose foi testada em triplicata com trés réplicas biolégicas em ensaios
independentes. Para efeito de comparacédo foi utilizado um controle negativo sem
adicdo de bactéria. As avaliacdes foram feitas conforme descrito nos bioensaios
seletivos e os dados de mortalidade obtidos foram analisados mediante analise de

Probits para determinagdo da CLso (Robertson et al., 2002)

3.6. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

O conteutdo proteico foi determinado em gel de Poliacrilamida-SDS a 10%
(SDS-PAGE) com base no protocolo extracao de proteinas descrito por Lecadet et al.
(1991). As culturas bacterianas crescidas e com mais de 90% de esporulacdo foram
centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm e os sobrenadantes descartados. Apos
centrifugacdo os sedimentos foram lavados com NaCl 5M e mais uma vez
centrifugados por 15 minutos. Em seguida, os sedimentos foram lavados com uma
solugédo de EDTA 100 mM e PMSF 1 mM e novamente centrifugados. Ao final, os
sobrenadantes foram descartados e os sedimentos ressuspendidos em solucéo de
inibiores. Para analise dos perfis proteicos a mistura esporo/cristal foi aplicada em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE 10% e como referéncia foi adicionado marcador de

proteina (marcador de massa molecular Rainbow da GE). A eletroforese foi realizada
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em cuba vertical (Biorad), contendo tamp&o de corrida 1X (Tris-base, glicina, SDS
10%) a voltagem constante de 120 V por aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

Ao final da corrida, o gel foi corado com solucéo corante de Comassie blue
(40% metanol e 25% Comassie blue 250-R) por 12 horas e descorado com de solugéo
descorante (40% de metanol, 10% acido acético e 50% agua destilada) até a

visualizagéo dos perfis proteicos das cepas.

3.7. ANALISE DA PRESENCA DE GENES DE TOXINAS VIA PCR

A identificacdo dos possiveis genes codificadores das toxinas inseticidas foi
realizada PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Inicialmente foi realizada a
extracdo do DNA total com Kit especifico para o aparelho Maxwell®. Cada estirpe foi
semeada em placa de Petri, com meio Embrapa durante 16h em estufa (T= 28°+2°).
Apos esse periodo, uma por¢cdo do material crescido foi retirado com auxilio de alca
descartavel estéril e adicionado a um microtubo de polipropileno de 1,5 mL contendo
200uL de agua ultrapura Milli-Q®. Nessa mistura foi adicionado 1 yL de lisozima (25
mg/mL) e em seguida incubou-se em banho-maria por 2 horas a 37° C.
Posteriormente, o volume total homogeneizado foi colocado no kit conforme o
protocolo descrito pelos fabricantes. O kit € composto por cartuchos que contém o0s
reagentes especificos para extracdo, solucdo eluente, cubeta para eluente, e
macerador. No primeiro poc¢o do cartucho foram adicionados 200 pl da amostra e na
cubeta, 200 uL do eluente presente no kit. O cartucho foi inserido no equipamento que
procedeu a extracdo automaticamente por aproximadamente 40 minutos. Apés a
extracdo, o DNA foi quantificado utilizando o protocolo e o kit QuantiFluor® ONE
dsDNA System desenvolvido para o equipamento Quantus™ Fluorometer.

Apos a extracdo de DNA foram montadas as reagfes de PCR, utilizando os
iniciadores descritos para deteccdo dos genes presentes em Lysinibacillus sphaericus
que codificam proteinas téxicas, BinA, BinB e MTX (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
WIRTH et al., 2007; PALMA et al, 2014; LEKAKAM et al., 2015).

A analise foi feita em NESTED-PCR, que consiste em aperfeicoamento da
PCR convencional com intuito de melhorar a sensibilidade e a especificidade da
técnica. Neste caso, foram utilizado dois conjuntos de iniciadores: o primeiro
BSN1/BSN2 e BSN3/BSN4 e o segundo o conjunto BS1/BS2 e BS3/BS4. Para o
preparo do primeiro mixer de reacdes foi utilizado 0,2 mM de dNTP (Invitrogen), 0,2uM
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de cada iniciador (10uM), 2,5 U de Taq DNA polimerase, 3mM de MgCI2 e 1,0ul do
DNA extraido, formando um volume final de 25ul por reagcdo (OTSUKI et al., 1997,
BRAVO et al., 1998; IBARRA et al., 2003). Para programacéo da maquina foi utilizado
30 segundos para deshaturacao a 94°C, 55° C por 30 segundos para anelamento e
30 ciclos de 1 minuto a 72°C. A partir dos amplicons resultantes da primeira reacao
de PCR, foi montado uma nova reacao contendo o segundo conjunto de iniciadores
BS1/BS2 e BS3/BS4. Para a toxina Mtx, foi utilizado o conjunto de iniciadores
100.1/100.2 e foi feita apenas uma reacao de PCR (OTSUKI et al., 1997).

Apos as amplificagdes, uma aliquota de 15 pl de cada mistura de PCR foi
submetida a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao Tris-borato (Tris-
borato 45 mM, 1 mM EDTA (pH 8,0) a 90 V durante 90 minutos, corado com brometo
de etidio e descorado em agua destilada por 10 minutos. Em seguida, cada gel foi
visualizado em fotodocumentador Gel Logic 212 PRO (Carestream).

Tabela 4. Sequéncia nucleotidica dos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho esperado
dos produtos das PCRs para cada um dos genes de interesse em dipteros das cepas de L. sphaericus

o ) Temperatura de Tamanho do
Iniciadores Sequéncia 5’-3’ )
anelamento (°C) amplicom (pb)
BSN1 CACGGAATGGTTATGGTT
55 1053
BSN2 AGGTGCATTAGGATACGA
BSN3 GTACATTCGCGTTATGG
55 720
BSN4 GTATCATAGGTGAACC
BS1 GTAGGGCGCTTGACAGTAGG
55 523
BS2 GGCCTATTTAGCCCCCTTG
BS3 GGCATAATGGGTCCGT
55 478
BS4 GAGCGCGGACCACATGC
100.1 CCAGGGGGAATTCGTC
55 700
100.2 GAGCTACTGTTCTCAC

Ao final da reacéo, era esperado para os iniciadores BS1/BS2 a amplificacéo
de um fragmento de 523 pb e para BSN1/BSN2 um fragmento de 1053 pb, ambos
correspondentes para o gene da toxina de 51,4 kDa. Para os iniciadores BS3/BS4 e
BSN3/BSN4 espera-se a amplificacdo de fragmentos com 478 pb e 720 pb
respectivamente correspondendo a toxina de 41,9 kDa. Ja o conjunto de iniciadores
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100.1/100.2 amplifica um fragmento de 700 pb, correspondendo a toxina Mtx, de 100
kDa.

3.8. CARACTERIZACAO ULTRAESTRUTURAL POR MEV

As estirpes selecionadas foram visualizadas através de microscopia eletronica
de varredura, para confirmar a presenca e o formato dos cristais proteicos. A analise
foi realizada a partir de amostras liofilizadas, nos quais foram depositadas sobre
suporte metalico tipo “stubs” previamente preparados com fita de carbono e
posteriormente cobertos com ouro por 180 segundos utilizando-se metalizador Emitec
Modelo K550 e observados em microscopio eletrénico de varredura modeleo Zeiss
DMS962.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram testadas 125 cepas bacterianas das quais 84 foram classificadas como
B. thuringiensis, 26 como L. sphaericus e 15 como Bacillus sp (Tabela 5). Destas,
apenas um isolado, a estirpe 2741 de Ls provocou mortalidade de 100% para Aedes
aegypti e C. quinquefasciatus, representando menos de 1% do total analisado. Os
dados obtidos neste estudo refletem a alta especificidade desses microrganismos as
suas respectivas espécies alvo. Ha poucos relatos de outras estirpes bacterianas com
atividade mosquitocida além de B. thuringiensis var. israelenses (DIAS et al.,2002) e
L. sphaericus, o que poderia explicar o baixo indice encontrado de estirpes ativas.
Fato semelhante foi observado nos trabalhos de Praca e colaboradores (2004),
estudando atividade de 300 isolados de Bt para larvas de A. aegypti e C.
quinquefasciastus, detectaram apenas dois isolados com mortalidade significativa.
Ootani et al. (2011) verificou entre 101 isolados de Bt testados para A. aegypti, e
apenas um provocou mortalidade acima de 90%. Jung et al. (1998) avaliaram 352
isolados brasileiros e somente um causou mortalidade entre 70 e 80%, enquanto 149
mostraram resultados entre 0 e 10%, corroborando com os dados obtidos nesta

pesquisa.
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Tabela 5. % de mortalidadeem bioensaios seletivos de estirpes de Bacillus spp. e Lysinbacillus

sphaericus para A. aegypti e C. quinquefasciastus

% Mortalidade em bioensaios seletivos

% Mortalidade em bioensaios seletivos

: A. C. . A. C.
Estirpe  Spp. aegypti quinquefasciastus Estirpe  Spp aegypti quinquefasciastus
S2645 Bt 0 2 S2678 Bsp 0 0
S2646 Bt 0 4 S2679 Bt 6 6
S2647 Bt 0 0 S2680 Bt 0 10
S2648 Bt 0 0 S2681 Ls 0 2
S2649 Ls 54 S2682 Ls 6
S2650 Bt 2 S2683 Bsp 22
S2651 Bt 0 2 S2684 Bt 0 20
S2652 Bt 2 0 S2685 Ls 0 0
S2653 Ls 0 2 S2686 Bt 10 3
S2654  Ls 4 0 S2687 Bt 0 0
S2655 Ls 0 4 S2688 Bt 4 4
S2656 Bt 0 0 S2689 Bt 2 0
S2657 Bt 0 2 S2690 Bt 0 0
S2658 Bt 0 2 S2691 Bt 12 2
S2659 Bt 0 4 S2692 Ls 36 6
S2660 Bt 0 0 S2693 Bt 8 0
S2661 Bsp 0 0 S2694 Bt 0 6
S2662 Bt 4 0 S2695 Bt 0 12
S2663 Bsp 52 0 S2696 Bt 8 0
S2664 Bt 0 0 S2697 Bt 2 0
S2665 Bsp 56 48 S2698 Bt 10 0
S2666 Ls 0 2 S2699 Bt 2 0
S2667 Bt 2 0 S2700 Bt 4 0
S2668 Bt 4 0 S2701 Bsp 0 0
S2669 Bt 0 0 S2702 Bt 0 0
S2670 Bt 0 8 S2703 Ls 0 0
S2671 Bt 0 0 S2704 Bsp 0 0
S2672 Ls 0 0 S2705 Ls 0 0
S2673 Bt 0 0 S2706 Bt 0 0
S2674 Bt 6 0 S2707 Bt 0 0
S2675 Ls 14 0 S2708 Bt 0 0
S2676 Bt 0 4 S2709 Bt 0 0
S2677 Bt 0 0 S2710 Ls 0 0
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% Mortalidade em bioensaios seletivos

% Mortalidade em bioensaios seletivos

Estirpe  Spp A : C. Estirpe Spp A . C
aegypti quinquefasciastus aegypti quinquefasciastus
S2711 Bt 2 0 S2741 Ls 100 100
S2712 Bt 0 0 S2742 Bt 0 6
S2713 Bt 0 4 S2743 Bt 0 16
S2714 Ls 0 0 S2744 Bt 0 0
S2715 Bt S2745 Bt 0
S2716  Bsp S2746 Ls 0
S2717 Bt 0 0 S2747 Bt 0 22
S2718 Bt 0 0 S2753 Bt 0 2
S2719 Bt 0 0 S2754 Bt 2 6
S2720 Bt 0 S2755 Bt 0 0
S2721 Bt 0 S2756 Bt 2 0
S2722 Bt 0 S2757 Bt 0 0
S2723 Bt 2 12 S2758 Bt 0 0
S2724 Bt 0 0 S2759 Bt 0 0
S2725 Bt S2760 Bt 2
S2726 Bt S2761 Bsp
S2727 Bt 0 0 S2762 Bsp 0 2
S2728 Bt 2 0 S2763 Ls 0 0
S2729 Ls 0 0 S2764 Ls 0 0
S2730 Bt 0 0 S2765 Ls 0 0
S2731 Bt 0 0 S2766 Bt 0 8
S2732 Ls 0 0 S2767 Bsp. 2 2
S2733 Bt 0 0 S2768 Bt 0 0
S2734 Ls 0 0 S2769 Bt 0 0
S2735 Bsp 0 0 S2770 Bt 0 0
S2736 Bt 0 0 S2771 Bsp. 0 0
S2737  Bsp 0 0 S2772  Ls 16 0
S2738  Bsp 0 0 S2773 Bsp. 0 2
S2739 Ls 0 0 S2774 Bt 0
S2740 Ls 0 0
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Apds os ensaios seletivos a estirpe 2741 foi selecionada para compor 0s
bioensaios de CLso para A. aegipti e C. quinquefasciastus.

Como se trata de novos isolados, inicialmente foram testadas as doses para
estirpes de menor poténcia e com as doses estabelecidas, nao foi possivel estimar
CLso para A. aegipti, pois ndo houve mortalidade significativa em nenhuma das
concentragdes testadas e obteve-se mortalidade de 6%. Também, ndo foi possivel
estimar a CLso para C. quinquefasciatus, devido as elevadas taxas de mortalidade,
todos os individuos morreramé mesmo na menor dose (Tabela 6). Em ambas as
situacdes, por motivos diferentes, as exigéncias do teste de Probit, que requer indices
de mortalidade entre 5-10% e 80-95% para determinacéo da curva de dose-resposta
nao foram atendidas (POLANCZYK, 2004).

Tabela 6. Mortalidade dos bioensaios de dose resposta da estripe 2741 de Lysinibacillus sphaericus
para A. aegypti e Culex quinquefasciastus utilizando diluicbes para amostras de menor potencia

Mortalidade (%) Mortalidade (%)
Concentracdo Aedes aegypti C. quinquefasciastus
final (ng/mL)

R1 R2 R3 R1 R2 R3
250 4 6 0 100 100 100
200 2 0 0 100 100 100
100 0 0 0 100 100 100
50 0 0 0 100 100 100
40 0 0 0 100 100 100
20 2 0 2 100 100 100
10 0 0 4 100 100 100
5 0 2 0 100 100 100

Diferentes estudos relatam uma menor sensibilidade de larvas de A. aegipty
a L. sphaericus, no qual se estima que a concentragdo letal para essa espécie é cerca
de 100-1000 superior que aquela para Culex, considerada uma espécie mais sensivel
(NIELSEN-LEROUX; CHALES, 1992). Algumas explica¢cGes para a refratariedade de
A. aegypti e sensibilidade para C. quinquefasciatus a Ls, podem estar relacionadas a
especificidade das interacdes entre proteinas Bin e os diferentes receptores presentes
no epitélio intestinal das larvas de cada uma dessas espécies, sendo uma a-
glicosidase, a Culex quinquefasciatus maltase (1Cgm1l) para C. quinquefasciatus, e
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a-glucosidases (Aaml) nas larvas de A. aegypti, que sdo ortélogas com a Cpml,
porém, ndo tem capacidade de interagdo com a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010;
FERREIRA et al., 2014).

Outro ponto a ser considerado, € que nos ensaios de dose foi utilizado apenas
o material liofilizado, que tem a porcao solluvel descartada durante o preparo, o0 que
poderia ter influenciado no resultado obtido, se considerado que a porgdo soluvel
também pudesse conter algum composto com atividade inseticida. Este fato fica ainda
mais evidente com os resultados dos testes seletivos, utilizando diferentes fracdes do
caldo bacteriano esporulado crescido por 72 h, no qual foi detectada alta mortalidade
em todas as fragOes: caldo bacteriano completo (esporos, cristais e sobrenadante),

pelet suspenso em agua estéril, sobrenadante e sobrenadante filtrado (Tabela 7).

Tabela 7. Mortalidade (%) bioensaios seletivos da estirpe 2741 de Lysinibacillus sphaericus para
Aedes aegypti e Culex quinquefasciastus utilizando diferentes fracdes do caldo bacteriano (caldo
bacteriano esporulado completo crescido por 72h, mistura esporo/cristal suspensos em agua estéril,
sobrenadante, sobrenadante filtrado e controle)

Mortalidade (%) Mortalidade (%)
Amostra Aedes aegypti C. quinquefasciastus
R1 R2 R1 R2
Caldo bacteriano esporulado completo (72h) 96 100 100 100
Esporo/Cristal suspensos em agua estéril 100 100 100 100
Sobrenadante 100 98 100 100
Sobrenadante filtrado 100 100 100 96
Controle 2 0 4 0

Os dados obtidos podem dar indicios que as causas para mortalidade
provocada pela estirpe 2741 ndo se restringe apenas aos cristais proteicos, mas
também a outros compostos que sdo secretados no meio, como as toxinas
mosquitocida (Mtx) produzidas durante a fase de crescimento vegetativo. Acredita-se
que cepas de Ls altamente toxicas, contenham proteinas binarias (BinA/BinB) como
fator principal, ou ainda toxinas binarias e Mtx simultaneamente, que inclusive, podem
apresentar sinergismo entre si, chegando ser toxica até mesmo para populacdes de
C. quinquefasciatus resistentes as toxinas BinA/B (RUNGROD et al., 2009; WIRTH et
al., 2007)

Resultados semelhantes foram encontrados nos bioensaios seletivos com as

culturas bacterianas crescidas por 24 e 48h, no qual obteve 100% de mortalidade em
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todos os tempos de crescimento, inclusive, com 24h quando ha somente células
vegetativas (Tabela 8).

Tabela 8. Mortalidade de bioensaios seletivos da estripe 2741 de Lysinibacillus sphaericus para Aedes
aegypti e Culex quinquefasciastus utilizando amostra com diferentes tempos de crescimento (24, 48 e
72h).

Mortalidade (%) Mortalidade (%)
Tempo (h) Aedes aegypti C. quinguefasciastus
R1 R2 R1 R2
24 100 100 100 100
48 100 100 100 100
72 100 100 100 100
Controle 0 2 0 0

A atividade de células vegetativas de L. sphaericus em larvas de A. aegypti
também ja foi avaliada por outros autores, no qual obtiveram mortalidade entre 90 a
100%, inclusive em uma populacéo resistente ao inseticida temefos (ROJAS-PINZON;
DUSSAN, 2017. Além dos cristais proteicos e toxinas MTx, alguns trabalhos também
destacam o papel das hemolisinas e quitinases na atividade inseticida de bactérias
entomopatogénicas, como em algumas cepas de L. sphaericus (JURAT-FUENTES;
JACKSON, 2012), sendo hemolisinas as enzimas que atuam diretamente na formacao
de poros e as quitinases que apresenta papel fundamental na hidrélise de estruturas
quitinosas, podendo ambos os fatores ser determinantes para viruléncia dessa estirpe
(FREDERIKSEN, 2012). Estudos mais detalhados devem ser realizados para melhor
esclarecimento da contribuicdo dos componentes sollveis ha mortalidade dessa cepa,
inclusive extracdo de proteinas sollveis para realizacéo de ensaios de dose.

A CLso para C. quinquefasciastus (Tabela 9) so foi possivel estimar a dose a
partir das diluicbes para amostras de maior poténcia (Tabela 5) ou seja, utilizando

doses menos concentradas

Tabela 9. Concentracao letal da estirpe 2741 de Lysinibacillus sphaericus em triplicatas para larvas de
2° instar de Culex quinquefasciastus

. Repeticédo N CLso (ng/mL) IC (95%) GL X2 Slope
1 525 1.404 1.211-1.616 7 10.38 4.162 + 0.347
2 525 1.286 0.977 - 1.622 7 10.38 2.953+0.222
3 525 1.268 0.918 - 1.657 7 12.65 2.696 £ 0.204

N, ndmero total de insetos, intervalo de confianga; X 2 qui-quadrado calculado



101

A CLso da estirpe S2741 para C. quinquefasciastus foi em média 1,32 ng/mL
ou 0,00132 mg/L com intervalo de confianca a 95% variando de 1,03-1,63 ng/mL. A
concentracdo estimada se enquadra nas mesmas concentracdes obtidas para as
estirpes S1 2,90 ng/mL (1.01-3.18) e S260, 2,32 ng/mL (1,23-2,45), consideradas as
estirpes de L. sphaericus com melhor desempenho contra C. quinquefasciastus.
Aestirpe 2741apresentou uma CLso inferior a da estirpe de referéncia Ls SPH88 que
apresentou uma CLso de 0,002 mg/L (0,002 - 0,004) para uma populagdo de
laboratério de C. quinquefasciastus (SANTOS, 2017).

Além de ser equivalente a outras estirpes de Ls de elevada poténcia, a CLso
para estirpe S2741 foi quatro vezes inferior a CLso recomendada para o inseticida
Temefds (0,006, mg/L) para uma populacdo de campo de C. quinquefasciastus do
municipio de Navirai, MS, que apresentou indicios de resisténcia a esse
organofosforado (SCUDELER, 2013). Neste caso, o uso de biolarvicidas a base de
Ls, como a cepa 2741, poderia ser uma boa alternativa a no controle desse vetor,
como também de outras popula¢des de mosquito que vém se tornando resistentes ao
temefds e a outros inseticidas quimicos em muitos lugares do Brasil e do mundo
(ARAUJO et al., 2015)

A producdo de bioinseticidas também pode ser explorada em sua forma
conjugada, ou seja, dois ingredientes ativos em uma Unica formulacdo, como o
produto VectoMax® CG que apresenta cristais de B. thuringiensis e L. sphaericus.
Esse tipo de exploracédo € considerado altamente vantajosa, pois aumenta o espectro
de acdo de um unico produto, que podera controlar diferentes espécies em um mesmo
ambiente, influenciando diretamente nos custos operacionais (SANTOS, 2017). Além
do mais, a combinacdo de diferentes mecanismos e acdo também pode reduz o
potencial de selecdo de individuos resistentes, devido a presenca de toxinas com
mecanismos de acdo associados a diferentes receptores (SANTOS, 2017). Tal fato
reflete a importancia de realizar constantemente trabalhos de prospecc¢ao por novos
ativos que possam ser explorados de forma individual ou conjuntamente, visando
aumentar as opc¢des de principios ativos para controle desses e outros vetores de
doencas.

Apés os bioensaios deu-se prosseguimento as etapas de caracterizacéo
apenas para estirpe 2741. Na caracterizacao bioquimica, o isolado apresentou perfil
composto por trés proteinas principais com massa molecular de aproximadamente 38

e 52 kDa, e um polipeptideo de aproximadamente 100 kDa (Figura 2).
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Figura 2: Gel SDS-PAGE 10% da estirpe S2741, indicando a presenca de proteinas de peso
molecular de 102 kDa, 52 kDa e 41 kDa.
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As bandas correspondentes ao perfil de 38 e 52 kDa podem estar
relacionadas a toxina Binéria BinA e BinB respectivamente, o que justificaria a alta
letalidade dessa cepa para as espécies testadas nesse estudo. Entretanto, a estirpe
2741 também apresentou uma banda de 100 kDa. Ha alguns relatos de outras estirpes
de L. sphaericus expressando outro polipeptidio proteico de ~100 kDa, como na cepa
S1, téxica a C. quinquesfasciastus (DUTRA, 2019). Em alguns casos, esse
polipeptidio de 100 kDa tem sido associado a toxina Mtx1, como demonstrado por
Rashad e colaboradores (2012) a partir de proteinas extraidas de cultivos com 18h de
crescimento. Vale destacar que a mesma banda néo foi observada quando a extracao
foi feita com culturas de 120 horas, indicando que a proteina Mtx1, que foi produzida
no inicio do crescimento, provavelmente tenha sido degrada no decorrer do processo.
Este mesmo autor, também relata a presenca de cepas de Ls com perfis variando
entre 20 e 139 kDa em func¢éo do tempo de cultivo (RASHAD et al., 2012)

Além das proteinas Bin e Mtx, outros componentes podem estar associados
a mortalidade de Ls, como as proteinas S-layer, produzidas tanto na fase vegetativa
qguanto na fase de esporulacdo (ALLIEVI et al, 2014; LOZANO; AYALA; DUSSAN,
2001). Trata-se de proteinas que também apresentam alto peso molecular (120 ~130
kDa) que estdo envoltas aos esporos. Alguns autores sugerem que cepas mais toxicas

de Ls, produzem esporos contendo maiores quantidades das proteinas S-layer
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(LOZANO; AYALA; DUSSAN, 2001), como também que essa por¢do proteica tem
efeito sinérgico com o esporo (LOZANO; DUSSAN, 2017).

Os perfis proteicos obtidos para as toxinas binarias (38 e 52 kDa) puderam
ser confirmados pelos resultados da PCR, haja vista a amplificacdo dos iniciadores
BSN1 e BSN2, confirmando a presenca do gene responsavel pela expressado dessa
caracteristica. Contudo, néo foi possivel a mesma associacao entre o polipeptideo de
~100 kDa e a proteina MTx, pois ndo houve amplificacdo para o conjunto de
iniciadores 100.1/100.2, o que remete a necessidade de uma caracterizacao
molecular mais ampla, como novos iniciadores para investigar a acaode outros genes

que possam estar associados a atividade larvicida dessa estirpe.

Figura 3. Gel de agarose 1,5% mostrando os amplicons resultantes da reacdo Nested PCR para as
toxinas binarias (iniciadores BSN1/2 e BSN3/4) das cepas de L. sphaericus 2741 e 127 utilizada como
controle positivo

2741 S127 2741 $127

1500 pb | .

O o w

600 pb [e—

Fonte: A autora
A analise ultra estrutural da mistura esporo cristal da estirpe 2741 evidenciou

caracteristicas classicas de estirpes de L. sphaericus, como esporos esféricos e

presenca de cristais pequenos e redondos tipicos (Figura 4)
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Figura 4. Micrografia eletrdnica de varredura da mistura esporo-cristal da estirpe 2741 de Lysinibacillus
sphaericus, mostrando esporos esféricos (esp) e cristais redondos (cr) pequenos tipicos dessa espécie,
sob aumento de 4.000X (A) e 25.000X (B)

X 25,000 15.0kV SEI

Fonte: A autora
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5. CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou a identificacdo de uma cepa S2741 com
atividade inseticida simultanea contra larvas de A. aegypti e principalmente para C.
quinquefasciatus, com CLso del, 32 ng/mL semelhante a outras estirpes de elevada
poténcia, apresentando fatores de viruléncia classicos contra esses dipteros, como as
toxinas BinA/B, mas também com indicios de que outros fatores além dos cristais
proteicos possam estar associados. Esses dados se mostram promissores no que se
refere ao desenvolvimento de um novo bioinseticida para supressao das populacdes

de A. aegypti e C. quinquefasciatus.
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CAPITULO IlIl: MONTAGEM E ANALISE PARCIAL DO GENOMA DE ESTIRPES DE
Bacillus sp. COM ATIVIDADE INSETICIDA A Spodoptera frugiperda E Anthonomus
grandis

RESUMO: Diferentes espécies bacterianas como as dos géneros Bacillus,
Paenibacillus, Brevibacillus e Lysinibacillus possuem muiltiplos fatores de viruléncia
com atividade inseticida e apresentam elevado potencial como agentes de controle
biolégico. Recentemente, foi observado que as estirpes de Bacillus sp. S2728 e S2744
da Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa mostrou atividade inseticida
para Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis, e também apresentou inclusées
cristalinas, levando a crer que se tratavam de duas cepas de B. thuringiensis (Bt).
Porém, a anadlise de genes classicos para Bt, via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), ndo geraram nenhuma amplificacdo, sugerindo que outros fatores poderiam
estar associados a toxicidade dessas estirpes. O objetivo deste capitulo foi analisar a
sequéncia gendmica das estirpes 2728 e 2744 de Bacillus sp. ativas, visando
identificar novos genes que pudessem estar associados as suas respectivas
atividades inseticidas. O DNA total purificado foi sequénciado utilizando o sistema de
sequénciamento Novaseq. As sequéncias de DNA das estirpes 2728 e 2744 foram
comparadas com as sequéncias de diferentes espécies de Bacillus presentes em um
banco de genomas previamente montadas. Os resultados permitiram concluir que as
mesmas pertencem ao complexo do grupo B. cereus lato sensu, ja que as analises
in silico dos genes classicos de B. thuringiensis e B. cereus strictu sensu ndo foram
positivos. Por outro lado, a andlise das sequéncias por BLASTn dos ORFs mostrou a
presenca de um gene responsavel por codificar uma proteina do grupo de Proteinas
Indutoras de Necrose e etileno (NEP Like Proteins - NLP). Embora existam poucos
relatos sobre o efeito de proteinas do grupo NPLs para invertebrados, os complexos
proteicos presentes nas estirpes 2728 e 2744 déao indicios da atividade dessas
proteinas atravées de um mecanismo de acao totalmente novo, por meio do
reconhecimento dos acucares presentes na membrana intestinal do inseto.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus cereus lato sensu. andlise in silico. Nep-1. Spodoptera
frugiperda. Anthonomus grandis.
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CHAPTER Ill: ASSEMBLY AND PARTIAL ANALYSIS OF THE GENOME OF Bacillus
sp. WITH INSECTICIDE ACTIVITY Spodoptera frugiperda E Anthonomus grandis

ABSTRACT: Different bacterial species such as the genera Bacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus and Lysinibacillus have multiple virulence factors with insecticidal activity
and, therefore, may have high potential as new biological control agents. Recently,
strains of Bacillus sp. S2728 and S2744 of the Entomopathogenic Bacteria Collection
Genetic Embrapa Resources and Biotechnology, showed insecticidal activity for
Spodoptera frugiperda and Anthonomus grandis, and also presented crystalline
inclusions, leading to the belief that there were two strains of B. thuringiensis (Bt).
However, the analysis of classical genes for Bt, via polymerase chain reaction (PCR),
did not generate any amplification, suggesting that other factors could be associated
with the toxicity of these strains. The purpose of this chapter was to analyze the
genomic sequence of strains 2728 and 2744 of Bacillus sp. active against A. grandis
and S. frugiperda, aiming to identify new genes that could be associated with their
respective insecticidal activities. The purified total DNA was sequenced using the
Novaseq sequencing system, with the sequencing parameters 150 bp PE, ~ 2Gb /
sample and the assembly of the reads using the Truseq DNA library 350 bp. The DNA
sequences of strains 2728 and 2744 were compared with the sequences of different
Bacillus species present in a genome bank previously assembled at Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology, however, the results obtained so far only allowed the
conclusion that they belong to the complex of the B. cereus lato sense group, since
the silico analyzes of the classic genes of B. thuringiensis and B. cereus strictu sensu
were not positive. On the other hand, the BLASTn sequence analysis of the ORFs
showed the presence of a gene responsible for encoding a protein in the group of
Necrosis-Inducing Proteins and ethylene (NEP Like Proteins - NLP). Although there
are few reports on the effect of proteins of the NPLs group for invertebrates, the protein
complexes present in strains 2728 and 2744 give evidence of the activity of these
proteins through a totally new mechanism of action, through the recognition of the
sugars present in the intestinal membrane of the insect, mediated by the binding of
hemolytic lectin or hemagglutinin.

KEYWORDS: Bacillus cereus lato sensu. in silico analysis. Nep-1. Spodoptera
frugiperda. Anthonomus grandis.
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1. INTRODUCAO

O grupo Bacillus cereus (Firmicutes: Bacillaceae), também chamado B. cereus
lato sensu compreende um grupo ecologicamente diverso e com um numero
crescente de espécies. Algumas delas sado consideradas de grande importancia
meédica, como Bacillus anthracis (agente etiolégico do antraz), Bacillus cereus stricto
sensu (patdgeno oportunista envolvido em doencas transmitidas por alimentos), e
espécies de importancia agricola, como B. thuringiensis, um agente microbiano
amplamente utilizado para controle de insetos pragas, cujo principal fator inseticida
esta relacionado a inclusdes paraesporais compostas principalmente por proteinas do
tipo Cry e Cyt (DUNLAP, 2019; SCHMIDT; SCOTT; DYER, 2011).

Além de B. thuringiensis, outras espécies bacterianas como Bacillus pumilus,
Paenibacillus popilliae, Paenibacillus lentimorbus, Paenibacillus larvae, Paenibacillus
alvei, Brevibacillus laterosporus e L. sphaericus podem apresentar atividade inseticida
devido a existéncia de mdltiplos fatores de viruléncia, como quitinases,
metaloproteases e citolisinas, sendo considerado como novos agentes em potencial
para uso no controle biolégico (MONNERAT et al., 2020 ; CAl et al., 2007; NISHIWAKI
et al, 2007; FEDHILA; NEL; LERECLUS, 2002)

Recentemente, foi observado que as estirpes de Bacillus sp. S2728 e S2744,
da Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, apresentaram atividade inseticida para o lepidoptero Spodoptera
frugiperda e o coledptero Anthonomus grandis, duas das pragas mais prejudiciais as
culturas do milho e algodao em territério brasileiro. Ambos os materiais foram isolados
a partir de amostras de solo de areas de producéo agricola e foram caracterizados
morfologicamente, bioquimicamente e molecularmente (capitulo Il). Para essas duas
estirpes, foram observadas incluses cristalinas e perfil proteico com polipeptidios
variando de 180 a 10 kDa e por isso foram previamente caracterizadas como duas
estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt). Porém, a andlise de genes classicos para Bt
(dados ndo mostrados) via reacado em cadeia da polimerase (PCR) ndo apresentaram
nenhuma amplificagdo, sugerindo que outros fatores poderiam estar associados a
toxicidade dessas cepas.

Assim, o0 objetivo deste capitulo foi analisar a sequéncia gendmica dessas duas
cepas de Bacillus sp. ativas contra espécies de importancia agricola (Anthonomus

grandis e Spodoptera frugiperda) visando identificar potenciais genes inseticidas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ISOLADOS BACTERIANOS

As estirpes de Bacillus sp., 2728 e 2744, pertencem a colecdo de Bactérias de
Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Ambas foram
isoladas a partir de amostras de solo de areas de producéo agricola dos municipios
de Turvelandia, GO (2728) (17°48'24.5"S 50°19'01.5"W) e S&o Desidério, BA (2744)
(13°08'56"S/046°06'00.2'W) respectivamente

2.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES E DOS GENES DE TOXINAS PRESENTES
NAS BACTERIAS

Para se determinar as espécies as quais as duas estirpes pertencem, e para a
identificacdo dos genes de toxinas, os genomas completos foram sequénciados,

seguindo 0s seguintes passos.

2.2.1. Extragdo do DNA

O DNA total de cada estirpe foi obtido a partir da cultura semeada por 16 horas
em meio Embrapa sélido a 28 °C. Uma por¢ao desse material foi retirado com auxilio
de alca descartavel estéril e adicionado a um microtubo de polipropileno de 1,5 ml
contendo 200 uL de agua ultrapura Milli-Q® e 2 L de lisozima (25 mg/mL). A amostra
foi bem homogeneizada e em seguida incubada em banho-maria por 2 horas a 37 °C.
Decorrido esse periodo, a extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit Wizard
genomic DNA purification (Promega) de acordo com as instrugdes do fabricante.

ApGs a extracdo, o DNA foi quantificado utilizando-se o protocolo e o kit
QuantiFluor® ONE dsDNA System desenvolvido para o equipamento Quantus™
Fluorometer e a avaliacdo da qualidade do DNA avaliada pela raz&o Azso/A2s0 por meio

do espectrofotometro Picodrop.
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2.2.2. Sequénciamento do genoma

O DNA total purificado foi sequénciado pela Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do
Sul) utilizando o sistema de sequénciamento Novaseq com 0s parametros de
sequénciamento 150 bp PE, ~2Gb/sample e a montagem dos reads usando a
biblioteca Truseq DNA library 350 bp.

2.2.3. Montagem de novo

A remocdo dos reads de baixa qualidade, bases e adaptadores de
sequénciamento foi feita com o programa fastg-mcf usando os seguintes parametros:
Phred score 25, tamanho da janela Y. O genoma foi montado com o SPAdes v3.10
no modo careful. Para verificar a qualidade da montagem, os reads foram mapeados
de volta para contigs com o bowtie2, o arquivo de mapeamento foi processado com o

samtools.

2.2.4. Anotacéo e analise de genoma

O genoma foi anotado com o RAST usando o esquema RASTtk. A andlise
funcional foi realizada usando as ferramentas incorporadas no portal do SEED. A
previsdo do CAZymes foi feita usando a meta dbCANservidor. A identidade média dos
nucleotideos foi calculada usando o script ani.rb (https: // github.com / Imrodriguezr /
enveomics) e probabilidade de ser uma nova espécie ou subespécie foi avaliada com
0 GGDC 2.1 (ZININA et al., 2019).

Para identificacdo das duas estirpes, foi feita a analise do genoma total, que foi
comparado com um banco de genomas elaborado pelo Laboratério de Bioinformatica
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A identificacdo contou ainda com a
analise da regido 16S do DNA ribossomal. Foi realizado ainda um estudo de
identidade através de BLAST para identificacdo dos genes de toxinas classicas de B.
thuringiensis, cry, cyt, vip e sip. Além desses genes, foram analisados os genes
caracteristicos de B. cereus sensu stricto: hblA, hbIC, hblD, nheA, nheB, nheC, cytdK,
bceT e entFM e do cluster génico para a cereulide (nrps). Realizou-se também a busca
por outras toxinas, tais como, proteinas do complexo de toxinas Tc e outras que

podem ser encontradas em Bacillus como NLP (Nep-like proteins).
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A identificacdo dos genes que codificam as proteinas Nep-1 nas estirpes 2728
e 2744 foi feita utilizando-se os algoritmos disponiveis no programa Geneious R10.1
(KEARSE et al., 2012). Em seguida, a determinacgéo do e-value, cobertura, identidade
e descricdo da sequéncia de DNA e da proteina correspondente foi feito por BLAST
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

A determinacéo da composicao de nucleotideos do gene e sequéncia proteica
foi obtida pelos algoritmos disponiveis no site Sequence Manipulation Suite
(https:/lwww.bioinformatics.org/sms2/index.html). Ja a determinacdo da estrutura
tridimensional da proteina foi feita pelo programa SWISS-MODEL
(https://[swissmodel.expasy.org/).

2.3. CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS DA PORCAO INTRACELULAR E
SOLUVEL

As estirpes também foram caracterizadas quanto ao perfil de proteinas.

2.3.1. Extracdo de proteinas

Para extracéo proteica da porcao intracelular as amostras foram cultivadas em
40 mL meio Embrapa por 24 horas em incubador rotativo, a aproximadamente 27°C.
Apés esse periodo foi realizada a microscopia para averiguacdo da qualidade da
amostra e verificar se a mesma ndo apresentava nenhum sinal de contaminacao.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm a 4 °C. O
sobrenadante foi reservado para liofilizacao e o Pellet foi ressuspenso em 200 pl de
solugcéo de Tris-HCL 10 mM (pH 8,0), contendo 20% de sacarose e SDS 0,125%.
Também foi adicionado 20 ul de EDTA 0,5 M (pH 8,0) e amostrafoi acondicionado por
10 minutos no geloe centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em 500 pl de cloreto de magnésio (MgClz 0,5
mM) e deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, a amostra foi
centrifugada novamente por 5 minutos a 12000 rpm a 4 °C e o sobrenadante
reservado para analise do perfil proteico.

Para extracdo da porcao soluvel, cerca de 40 mL do sobrenadante obtido a
partir da centrifugacdo do material crescido por 24 h foi filtrado em filtro 0,40 pm e

reservado para ser liofilizado juntamente com o sobrenadante n&o filtrado. Apds a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
https://swissmodel.expasy.org/
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liofilizacdo, o material foi ressuspenso na menor quantidade possivel de agua estéril
(aproximadamente 500 pL) e armazenado em freezer até anélise do perfil proteico.

2.3.2 Anélise do perfil proteico (SDS-PAGE)

A andlise das proteinas foi feita em gel de Poliacrilamida-SDS a 10% (SDS-
PAGE). Para isto, adicionou-se uma aliquota de 20 pL da solucdo tampéao de proteina
5X (1,6 mL de SDS10%, 0,4 mL 2-B-mercaptoetanol, 1 mL de 0,5 M Tris-HCI pH 6.8;
0,2 mL de azul de bromofenol 0,05%, 4 mL de agua destilada; 0,8 mL de glicerol) a
20 ul de cada porgéo preparada (pellet, sobrenadante e sobrenadante filtrado),
homogeneizou-se bem, e foi colocada sob aquecimento a 100 °C e 5 minutos.
Decorrido esse tempo 20 pl de cada uma das amostras foi aplicada em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 10%. Para efeito de comparagédo também foi utilizado 8 pl
de marcador de proteina (TrueColor High Range Protein Marker Sinapse S260°). A
eletroforese foi realizada em um aparelho de eletroforese vertical (Biorad), contendo
tampdo de corrida 1X (Tris-base, glicina, SDS 10%) sob voltagem constante de 120 V
por aproximadamente 2 horas.

Ao final da corrida, o gel foi transferido para um recipiente de acrilico onde foi
incubado com solucéo de fixacdo (40% de metanol, 10% acido acético e 50% agua
destilada) por 12h. ApGs esse periodo, o gel foi lavado 3 vezes com etanol 50% por
20 minutos sob agitacdo moderada, e depois da ultima lavagem, adicionou-se
tiossulfato de sddio (20 mg para 100 ml de agua destilada) por um minuto e lavou-se
o gel com agua destilada por mais 3 vezes por 20 segundos. Retirou-se agua, e
colocou-se a solucéo de nitrato de prata (200 mg AgNOs + 74 pl de formaldeido em
100 ml de &gua destilada) em quantidade suficiente para cobrir o gel, que ficou sob
agitacdo de 20 minutos. Em seguida o gel foi lavado com agua destilada trés vezes
por 20 segundos e depois, foi colocada a solucao reveladora (6 g de Na2COs + 50 pl
de formaldeido + 2 ml da solucéo de tiossulfato de s6dio em 100 ml de agua destilada).
o gel agitado ficou sob agitacdo manual até comecar a revelacdo das bandas. O
processo de revelacao foi interrompido pela lavagem do gel com solugéo de parada

(45 ml de metanol + 10% 10 ml acido acético em 45 ml de agua destilada).
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2.4 BIOENSAIOS DAS PROTEINAS DAS ESTIRPES COM Spodoptera frugiperda

Os bioensaios foram realizados com Spodoptera frugiperda conforme
metodologia descrita nos ensaios seletivos (capitulo 2). Foram testados trés extratos,
o pellet (concentrado de esporos e cristais), sobrenadante e sobrenadante filtrado.

A extracdo da porcdo soluvel (sobrenadante e sobrenadante filtrado) foi
realizada com intuito de verificar se haveria diferenca ou ndo na mortalidade de cada
uma dessas porcles e a partir de entdo, ter algum indicio se a atividade dessas
estirpes estaria relacionada a por¢éo nao soltuvel ou ao material concentrado no pellet,
seja a porcéo intracelular ou as inclusdes cristalinas visualizadas pela microscopia

eletrbnica, conforme observado no Capitulo 2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA total purificado da estirpe 2728 foi de 24 ng com a razdo de pureza
Aze60/A2g0 igual a 1,7 e a estirpe 2744 foi de 31 ng com razdo Azeo/A2s0 igual a 1,8.
Ambos os valores se enquadram nos valores médios obtidos para relacdo A2e60/A280
de diferentes trabalhos de extracdo de DNA para espécies de Bacillus, refletindo em
um material puro e adequado para as andlises moleculares (MENDEZ-TRUJILLO et
al., 2013; CHENG; JIANG, 2006).

O numero total de bases, reads, contetdo de GC (%), Q20 (%) e Q30 (%) foram
calculados para as duas amostras. Para a estirpe 2744, foram produzidas 19.387.976
reads e o total de bases lidas foi de 2,9 Gpb. O contetido de GC (%) foi 35,42% e Q30
foi de 91,37%. Ja para a estirpe 2744 foram produzidas 20.386.726 reads e o total de
bases lidas foi de 3,0 Gpb. O contetdo de GC (%) foi 35,33% e Q30 foi de 91,10%.

A andlise da estrutura gendémica permitiu identificar apenas o DNA
cromossdmico e nenhum plasmideo em ambas as estirpes. Pela predicdo de genes,

foram identificados 5662 genes na estirpe 2728 e 5870 genes para a estirpe 2744.

As sequéncias de DNA das estirpes 2728 e 2744 foram comparadas com as
sequéncias de diferentes espécies de Bacillus presentes em um banco de genomas
previamente montado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A obtencéo
de um dendograma de similaridade demonstrou que as estirpes 2728 e 2744 foram
alocadas em um grupo com caracteristicas intermediarias entre B. cereus strictu

sensu e B. thuringiensis, indicando que estas pertengcam ao complexo do grupo B.
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cereus lato sensu mas que ainda nédo € possivel a identificacdo precisa da espécie
(Figura 01).

Figura 1. Cladograma de similaridade de varias estirpes de B. thuringiensis, incluindo as estirpes 2728
e 2744 e outras espécies de Bacillus. A estirpe 2728 encontra-se no nodo N13 e a estirpe 2744 no nodo

N32.

—

Fonte: A autora
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Também foi realizada a analise por BLAST da sequéncia 16S (Figura 2), o que

também nao resultou em identificacdo precisa da estirpe 2728 (Tabela 1).

Figura 2. Sequéncia de DNA correspondente a regido 16S da estirpe 2728.

1

81
lel
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601

ATCAATTCTC
GTCCCACCTT
TGTGTACAAG
TGCAGCCTAC
TGTAGCACGT
GTCACCTTAG
CGACACGAGC
ATGTCAAGAC
CCTTTGAGTT
CTCTAACACT
CAGTGTCAGT
AATTCCACTT
ACTTAAGAAA
GCACGTAGTT
ACAGAGTTTT
TACTGCTGCC
TTGCCTTGGT
AATTTCGAAC
ACCCACGTGT
GCACGCCGCC
ACGTTTCACG

CATAGAAAGG
AGGCGGCTGG
GCCCGGGAAC
AATCCGAACT
GTGTAGCCCA
AGTGCCCRAAC
TGACGACAAC
CTGGTAAGGT
TCAGCCTTGC
TAGCACTCAT
TACAGACCAG
TCCTCTTCTG
CCACCTGCGC
AGCCGTGGCT
ACGACCCGAA
TCCCGTAGGA
GAGCCGTTAC
CATGCAGTIC
TACTCACCCG
AGCGTTCATC
TTGTTTGTTT

AGGTGATCCA
CTCCAAAAAG
GTATTCACCG
GAGAACGGTT
GGTCATAAGG
TTAATGATGG
CATGCACCAC
TCTTCGCGTT
GGCCGTACTC
CGTTTACGGC
AAAGTCGCCT
CACTCAAGTC
GCGCTTTACG
TTCTGGTTAG
AGCCTTCATC
GTCTGGGCCG
CTCACCAACT
AAAATGTTAT
TCCGCCGCTA
CTGAGCCAGG
CGTT

GCCGCACCTT
GTTACCCCAC
CGGCATGCTG
TTATGAGATT
GGCATGATGA
CAACTAAGAT
CTGTCACTCT
GCTTCGAATT
CCCAGGCGGA
GTGGACTACC
TCGCCACTGG
TCCCAGITTC
CCCAATAATT
GTACCGTCAA
ACTCACGCGG
TGTCTCAGTC
AGCTAATGCG
CCGGTATTAG
ACTTCATAAG
ATCAAACTCT

CCGATACGGC
CGACTTCGGG
ATCCGCGATT
AGCTCCACCT
TTTGACGTCA
CAAGGGTTGC
GCTCCCGAAG
AAACCACATG
GTGCTTAATG
AGGGTATCTA
TGTTCCTCCA
CAATGACCCT
CCGGATAACG
GGTGCCAGCT
CGTTGCTCCG
CCAGTGTGGC
ACGCGGGTCC
CCCCGGTTTC
AGCAAGCTCT
CCAATAAAGT

TACCTTGTTA
TGTTACAAAC
ACTAGCGATT
CGCGGTCTTG
TCCCCACCTT
GCTCGTTGCG
GAGAAGCCCT
CTCCACCGCT
CGTTAACTTC
ATCCTGTTTG
TATCTCTACG
CCACGGTTGA
CTTGCCACCT
TATTCAACTA
TCAGACTTTC
CGATCACCCT
ATCCATAAGT
CCGGAGTTAT
TAATCCATTC
TAGTTTGTCT

CGACTTCACC
TCTCGTGGTG
CCAGCTTCAT
CAGCTCTTTG
CCTCCGGTTT
GGACTTAACC
ATCTCTAGGG
TGTGCGGGCC
AGCACTAAAG
CTCCCCACGC
CATTTCACCG
GCCGTGGGCT
ACGTATTACC
GCACTTGTTC
GTCCATTGCG
CTCAGGTCGG
GACAGCCGAA
CCCAGTCTTA
GCTCGACTTG
AGCATCTAAA

CCAATCATCT
TGACGGGCGG
GTAGGCGAGT
TACCGTCCAT
GTCACCGGCA
CAACATCTCA
TTTTCAGAGG
CCCGTCAATT
GGCGGAAACC
TTTCGCGCCT
CTACACATGG
TTCACATCAG
GCGGCTGCTG
TTCCCTAACA
GAAGATTCCC
CTACGCATCG
GCCGCCTTTC
TGGGCAGGTT
CATGTATTAG
ATAAAAATTG

Fonte: A autora
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Tabela 1. Resultado de BLAST obtido da sequéncia 16S da estirpe 2728.

E

Max Total Query value® % ID ® Accession

)
Description Score®  Score ® Cover ¥ )

Bacillus thuringiensis strain
HER1410 chromosome, 3000 41934 100% 0.0 100.00% CP050183.1
complete genome

Bacillus wiedmannii PL1

3000 41884 100% 0.0 100.00% AP022643.1
DNA, complete genome
Bacillus cereus strain 0 0
SGAIT0260 chromosome 3000 35895 100% 0.0 100.00% CP028009.1
Bacillus sp. A260
chromosome, complete 3000 41895 100% 0.0 100.00% CP046398.1
genome
Bacillus albus strain DLOU-
Yingkou chromosome, 3000 41918 100% 0.0 100.00% CP040344.1
complete genome
Bacillus bombysepticus str. 4, 38973  100% 0.0  100.00%  CP007512.1
Wang, complete genome
Bacillus tropicus strain AOA- g4, 41801  100% 0.0  99.94%  CP049019.1
CPS1 chromosome
Bacillus luti strain FJ
chromosome, complete 2994 41879 100% 0.0 99.94% CP040336.1
genome
Bacillus anthracis strain
FDAARGOS 695 2988 32760 100% 0.0 99.88% CP054816.1
chromosome
Bacillus paranthracis strain
MN1F chromosome, 2988 38718 100% 0.0 99.88% CP048687.1

complete genome
Bacillus paranthracis strain
MN1F chromosome, 2988 38718 100% 0.0 99.88% CP048687.1
complete genome

(Description, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @?pontuagdo do alinhamento, *) soma das pontuagdes de alinhamento
de todos os segmentos da sequéncia analisada,  cobertura da sequéncia, ® expect value, ©® % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudadas e o produto
relacionado, ) organismo que possui a sequéncia, com a qual a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade.

Observa-se que varias estirpes de Bacillus foram identificadas com e-value de
0,0, ou seja, as chances de obter uma sequéncia ja descrita (no banco com o qual foi
comparado) idéntica a sequéncia analisada é nula. A cobertura da sequéncia 16S da
estirpe 2728 encontrou cobertura de 100% com outras sequéncias de Bacillus

previamente depositadas no Genbank. As identidades variaram de 100% a 99,88% o


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1852672161
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1852672161
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1852672161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP050183.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1808676111
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1808676111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP022643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1805937598
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1805937598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1785255647
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1785255647
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1785255647
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046398.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154527
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154527
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_612487846
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_612487846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP007512.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1815631093
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1815631093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP049019.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154386
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154386
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154386
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040336.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=52&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1858724267
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1858724267
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1858724267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP054816.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=87&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1810187733
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1810187733
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1810187733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP048687.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=J8BD5UE6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1810187733
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1810187733
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1810187733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP048687.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=J8BD5UE6014
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que ndo permite uma identificacdo precisa da espécie, podendo-se confirmar, apenas,
0 género Bacillus.

Partiu-se, entdo, para a analise do gene 16S da estirpe 2744, empregando-se
o mesmo algoritmo de identificacdo e isolamento pelo programa Geneious. A partir
desse procedimento identificou-se que a sequéncia de DNA completa corresponde a
regido 16S da estirpe 2744 (Figura 3).

Fonte: A autora

Figura 3. Sequéncia de DNA corresponde a regido 16S da estirpe 2744.

1 ATCAATTCTC CATAGAAAGG AGGTGATCCA GCCGCACCTT CCGATACGGC TACCTTGTTA CGACTTCACC CCAATCATCT

81 GTCCCACCTT AGGCGGCTGG CTCCAAAAAG GTTACCCCAC CGACTTCGGG TGTTACAAAC TCTCGTGGTG TGACGGGCGG
161 TGTGTACAAG GCCCGGGAAC GTATTCACCG CGGCATGCTG ATCCGCGATT ACTAGCGATT CCAGCTTCAT GTAGGCGAGT
241 TGCAGCCTAC AATCCGAACT GAGAACGGTT TTATGAGATT AGCTCCACCT CGCGGTCTTG CAGCTCTTTG TACCGTCCAT
321 TGTAGCACGT GTGTAGCCCA GGTCATAAGG GGCATGATGA TTTGACGTCA TCCCCACCTT CCTCCGGTTT GTCACCGGCA
401 GTCACCTTAG AGTGCCCAAC TTAATGATGG CAACTAAGAT CAAGGGTTGC GCTCGTTGCG GGACTTAACC CAACATCTCA
481 CGACACGAGC TGACGACAAC CATGCACCAC CTGTCACTCT GCTCCCGAAG GAGAAGCCCT ATCTCTAGGG TTTTCAGAGG
561 ATGTCAAGAC CTGGTAAGGT TCTTCGCGTT GCTTCGAATT AAACCACATG CTCCACCGCT TGTGCGGGCC CCCGTCAATT
641 CCTTTGAGTT TCAGCCTTGC GGCCGTACTC CCCAGGCGGA GTGCTTAATG CGTTAACTTC AGCACTARAG GGCGGARACC
721 CTCTAACACT TAGCACTCAT CGTTTACGGC GTGGACTACC AGGGTATCTA ATCCTGTTTG CTCCCCACGC TTTCGCGCCT
801 CAGTGTCAGT TACAGACCAG ARAGTCGCCT TCGCCACTGG TGTTCCTCCA TATCTCTACG CATTTCACCG CTACACATGG
881 AATTCCACTT TCCTCTTCTG CACTCAAGTC TCCCAGTTTC CAATGACCCT CCACGGTTGA GCCGTGGGCT TTCACATCAG
961 ACTTAAGAAA CCACCTGCGC GCGCTTTACG CCCAATAATT CCGGATAACG CTTGCCACCT ACGTATTACC GCGGCTGCTG
1041 GCACGTAGTT AGCCGTGGCT TTCTGGTTAG GTACCGTCAA GGTGCCAGCT TATTCAACTA GCACTTGTTC TTCCCTAACA
1121 ACAGAGTTTT ACGACCCGAA AGCCTTCATC ACTCACGCGG CGTTGCTCCG TCAGACTTTC GTCCATTGCG GAAGATTCCC
1201 TACTGCTGCC TCCCGTAGGA GTCTGGGCCG TGTCTCAGTC CCAGTGTGGC CGATCACCCT CTCAGGTCGG CTACGCATCG
1281 TTGCCTTGGT GAGCCGTTAC CTCACCAACT AGCTAATGCG ACGCGGGTCC ATCCATAAGT GACAGCCGAA GCCGCCTTTC

1361 AATTTCGAAC CATGC

Fonte: A autora

Essa sequéncia entdo foi submetida a analise por BLAST para se identificar a
espécie de Bacillus (Tabela 2). A analise por BLAST da sequéncia 16S gerou
resultado semelhante ao da estirpe anterior de tal forma que também né&o foi possivel

realizar a identificacdo precisa da estirpe 2744 (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultado de BLAST obtido da sequéncia 16S da estirpe 2728.

Max Total Query E

9 (6) ion (7)
Score®  Score ® Cover @  value® % ID Accession

Description @

Bacillus thuringiensis strain
HER1410 chromosome, 2540 35563 100% 0.0 100.0% CP050183.1
complete genome

Bacillus cereus strain
FDAARGOS 798

2540 35552 100% 0.0 100.0%  CP053954.1
chromosome, complete
genome
Bacillus sp. RZ2MS9
chromosome, complete 2540 35530 100% 0.0 100.0% CP049978.1
genome
Bacillus tropicus strain AOA- .z 35491 100% 0.0 100.0%  CP049019.1
CPS1 chromosome
Bacillus wiedmannii PLL 35535 100% 0.0 100.0%  AP022643.1

DNA, complete genome

Bacillus toyonensis strain
BV-17 chromosome, 2540 35541 100% 0.0 100.0% CP047044.1
complete genome
Bacillus albus strain DLOU-
Yingkou chromosome, 2540 35541 100% 0.0 100.0% CP040344.1
complete genome
Bacillus luti strain FJ

chromosome, complete 2540 35547 100% 0.0 100.0% CP040336.1
genome
Bacillus mobilis strain ML-
A2C4 chromosome, 2540 35487 100% 0.0 100.0% CP031443.1

complete genome
Bacillus thuringiensis
serovar kurstaki str. YBT- 2540 32951 100% 0.0 100.0% CP004858.1
1520, complete genome

Bacillus bombysepticus str.

2540 33023 100% 0.0 100.0% CP007512.1
Wang, complete genome

(MDescription, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @Ppontuacgédo do alinhamento, ©® soma das pontuagées de alinhamento
de todos os segmentos sequéncia de analisada, (4) cobertura da sequéncia, ® expect value, © % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudadas e o produto
relacionado, () organismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade

Observa-se que varias estirpes de Bacillus foram identificadas com e-value de
0,0. A cobertura da sequéncia 16S da estirpe 2744 encontrou cobertura de 100% com
outras sequéncias de Bacillus previamente depositadas no genbank. As identidades
ficaram em 100% o que nao permite uma identificacdo precisa da espécie, podendo-
se confirmar, apenas, o género (Bacillus).

Partiu-se, entéo, para a tentativa de identificar B. thuringiensis ou B. cereus por
meio da identificacdo de genes caracteristicos dessas espécies. Os genes
caracteristicos de B. cereus sensu stricto: hblA, hblC, hblD, nheA, nheB, nheC, cytdK,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP050183.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1848566589
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1848566589
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1848566589
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1848566589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP053954.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1830643956
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1830643956
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1830643956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP049978.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1815631093
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1815631093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP049019.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1808676111
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1808676111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP022643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1787534571
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1787534571
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1787534571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP047044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154527
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154527
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154386
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154386
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1783154386
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040336.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1486341606
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1486341606
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1486341606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP031443.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_633268000
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_633268000
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_633268000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP004858.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=93&RID=J8D6GXHU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_612487846
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_612487846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP007512.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=94&RID=J8D6GXHU016
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bceT e entFM e o cluster génico para a cereulide (nrps) ndo foram detectados. Este
pode ser considerado um fator positivo jaA que algumas cepas toxicogénicas de B.
cereus podem ocasionalmente provocar doencas de origem alimentar, como émese e
diarréia o que poderia inviabilizar a utilizacdo desses materiais como bioinsetidas
(KOTIRANTA; LOUNATMAA; HAAPASALO, 2000; DIERICK et al., 2005).

A analise da presenca dos genes das toxinas classicas de B. thuringiensis,
revelou a auséncia dos genes cry, cyt, vip ou sip. Curiosamente, as imagens por
microscopia eletrbnica de varredura das duas estirpes evidenciaram a presenca de
cristais pequenos esféricos ou quase esféricos (Figura 05, capitulo 1), e por isso era
esperado que algum gene cry fosse encontrado. Contudo vale lembrar que B.
thuringiensis nédo € o Unico microrganismo com habilidades de formacado de cristais
proteicos com atividade inseticida, havendo relatos para uma cepa cristalifera de B.
pumillus ativa para mosca-da-fruta, Ceratitis capitata (MOLINA et al., 2010).

Por outro lado, a analise das sequéncias por BLASTn dos ORFs mostrou a
presenca de um gene responsavel por codificar uma proteina na estirpe 2728, que
apresentou 99,81% de identidade com uma toxina de uma cepa de Bacillus
thuringiensis (WP_098562803.1) e também foi alinhada, com 95.15% de identidade
com uma toxina de Bacillus toyonensis (WP_097980682.1) , em ambos 0S casos as

toxinas estédo descritas como toxicas a mosquitos (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo e identidade do GENE para estripe 2728 por BLASTn no banco de
dados de DNA (GenBank).

) Query i 3 ldentidade Numero de acesso para
Description Cover® E-value maxima obtida®  sequéncia alinhada®
Mosquitocidal toxin protein 550, 99,81% WP_098562803.1
(Bacillus thuringiensis)
Mosquitocidal toxin protein 50, g 95,15% WP_097980682.1

(Bacillus toyonensis)

MSequéncia alinhada, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia
estudada apresentou maior similaridade. ®pontuacéo do alinhamento, ® expect value, @
Identidade maxima obtida, ® organismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia
estudada apresentou maior similaridade

Para estirpe 2744 a analise das sequéncias por BLASTn dos ORFs indicou a

presenca de um gene com 96,88% de identidade com dois genes plasmidias (pYC1)
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da cepa YC-10 (CP011350.1) de B. thuringiensis, e também de um outro gene

plasmidial da estirpe de B. thuringiensis ser. kurstaki strain HD 1 (Tabela 4).

Tabela 4. ldentificacdo e identidade do GENE para estirpe 2744 por BLASTn no banco de dados de
DNA (GenBank).

Query E- Identidade Numero de acesso

Description (1) @ @ Maxima para sequéncia
Cover® — value® ;g alinhada®

Bacﬂlqs thurmglenS|§ §tra|n YC-10 100% 0.0 96.88% CP011350.1

plasmid pYCL1 (sequéncia completa)

Bacillus thuringiensi kurstaki strain

HD 1 plasmid unnamedl, (sequéncia 100% 0.0 96.88% CP009998.1

completa)

MSequéncia alinhada, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @pontuacédo do alinhamento, ©® expect value, ¥ Identidade méaxima
obtida, ® organismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade

A partir da sequéncia de DNA dos genes selecionados para as duas estirpes,
foi feito a predicdo da sequéncia de aminoacidos para uma proteina putativa. A
sequéncia selecionada para 2728 apresentou identidade de 94% para uma proteina
hipotética presente em diferentes espécies do grupo Bacillus cereus e identidade de

91,30% com uma proteina de Bacillus cereus tdxica a mosquito (Tabela 5).

Tabela 5. ldentificagcdo e identidade da proteina por BLASTp no banco de dados de DNA por DNA
para estirpe 2728.

Description @) Query E- Identidade maxima NUmero de acesso para
P Cover@  value® obtida® sequéncia alinhada®

MULTISPECIES: proteina

hipotética (Bacillus cereus 100% 0.0 94.00% WP_016090318.1

group)

mosquitocidal toxin protein 4 ,q0, (g 91.30% WP_098208562.1

(Bacillus cereus)

(MSequéncia alinhada, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @Ppontuacdo do alinhamento, @ expect value, ¥ Identidade maxima
obtida, ® organismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia estudada apresentou maior

similaridade
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Para estirpe 2744, a sequéncia de aminoacidos apresentou homologia de
99,81 e 95,15% com uma proteina de Bacillus thuringiensis e Bacillus toyonensis

respectivamente com atividade toxica a mosquito (Tabela 6).

Tabela 6. Identificacdo e identidade da proteina por BLASTp no banco de dados de DNA por DNA
para estripe 2744,

Query E- Identidade NUmero de acesso para

iption ) J . ~ .
Description Cover@ value® maxima obtida® sequéncia alinhada®

mosquitocidal toxin protein

0, 0,
(Bacillus thuringiensis) 100% 0.0 99.81% WP_098562803.1

mosquitocidal toxin protein

0 9
(Bacillus toyonensis) 100% 0.0 95,15% WP_097980682.1

MSequéncia alinhada, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @pontuacdo do alinhamento, ®expect value, @Identidade maxima
obtida, ®organismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade

Além da sequéncia de aminoacidos, obteve-se também predicdo para os
respectivos dominios e funcdes dessas proteinas. Em ambos 0s casos tratam-se de
proteinas do tipo Nepl, do grupo de Proteinas Indutoras de Necrose e Etileno (NEP
Like Proteins - NLP), que é compartihada até mesmo entre organismos
filogeneticamente distantes, como bactérias Gram-positivas (B. thuringiensis, B.
halodurans, Streptomyces coelicolor) e Gram-negativas (Erwinia spp., Vibrio
pommerensis) e organismos eucariotos como fungos (Fusarium oxysporum,
Neurospora crassa, Moniliophthora perniciosa) e oomicetos dos géneros Phytium e
Phytophthora (ZUH et al., 2015; GIJZEN; NURNBERGER, 2006; PEMBERTON;
SALMOND, 2004).

Embora as proteinas da familia NLPs estejam associadas principalmente a
necrose e producdo de etileno em plantas dicotiledoneas (BAILEY et al., 1995;
JENNINGS et al., 2001; FELLBRICH et al., 2002; KEATES et al., 2003; VERICA, et
al., 2004), ha relatos de proteinas desse grupo em microrganismos que ndo Sao
fitopatogénicos, como B. halodurans e B. thuringiensis (ZUH et al., 2015), com indicios
que o papel das NLPs ndo se restringe apenas a patogenicidade de plantas
dicotiledéneas (ZAPAROLI, 2012). Zuh e colaboradores (2015), por exemplo, através
da analise gendmica comparativa entre duas linhagens patenteadas de B.
thuringiensis (HD-1 e YBT-1520), observaram a presenca dos genes pft e nepl,
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sugerindo que os mesmos poderiam estar relacionados a elevada atividade inseticida
dessas duas cepas.

Outro ponto a ser considerado, € que essas proteinas da familia NLPs
apresentam alto nivel de conservacdo na sua sequéncia de genes, até mesmo se
tratando de genomas de organismos distantes filogeneticamente, sugerindo que
possa haver uma fungdo comum para essas proteinas (ZAPAROLI, 2012). Alguns
indicios dessa dupla atividade podem ser observados em uma proteina putativa de B.
thuringiensis de dois dominios “Nel”, que apresenta um desses dominios semelhantes
a Nepl e um outro composto por um dominio de lectina tipo ricina B (RUAN et al,
2015). Nesta pesquisa, os autores destacaram a capacidade da proteina “Nel” em
causar necrose nos tecidos foliares de Arabidopsis thaliana, como também, induzir a
morte celular por necrose no nematéide Caenorhabditis elegans, sendo o intestino o
seu principal alvo (RUAN et al, 2015).

A analise da sequéncia de aminoacidos obtida para a estirpe 2728, sugere que
a proteina total tem massa molecular de 56,62 kDa, composta por um peptideo sinal
ligado a proteina Nep_1 que apresenta massa igual a 24,33 kDa, um dominio para
lectina hemolitica Cel-Ill e um ultimo dominio para filamina-B, todos interligados por
sitios de clivagem para quimotripsina/tripsina (Figura 3).

Figura 3. Esquema da estrutura provavel do complexo proteico encontrado para Nepl da estirpe
S2728. A proteina total teria massa aproximada de 57 kDa, sendo composta por um peptideo sinal na
porcao N-terminal (I) que esta ligado a Nep_1 (24 kDa) (Il) e esta, por sua vez, encontra-se aderida a
um dominio para lectina hemolitica Cel-lll (lll) e, por Gltimo, a um dominio para filamina-B (1V).

(N (m (1) (IV)

Iemolitical

lectinaih
CEL=IIN

REPLIHEDISINGI RrotemaiNepia sy % > Fllzigsisz)

P4 - Sitio de clivagem
Fonte: A autora
Para a estirpe 2744 também foi observada uma estrutura semelhante. Neste
caso, a proteina total apresentou massa de 57,19 kDa, e é composta por um peptideo
sinal aderido a um sitio de clivagem para quimiotripsina/tripsina que faz a ligagdo com
a porcao da proteica da Nep_1 (24,79 kDa) e esta, por sua vez, se liga a um segundo
sitio de clivagem para endopetidase/proteinase K que esté ligada a uma porgéo de

hemaglutininal e que se liga a um sensor histidina quinase RisS (Figura 2).
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Figura 4: Esquema da estrutura provavel do complexo proteico encontrado para Nepl da estripe
S2744. A proteina total teria massa molecular aproximada de 57 kDa, sendo composta por um peptideo
sinal na porcdo N-terminal (I) que esta ligado a Nep_1 (24 kDa) (Il) e esta, por sua vez, encontra-se
aderida a um dominio hemaglutinina | (lll) e por dltimo a um dominio para um sensor de histidina
quinase (1V).

(1) (1) () (IV)

o = A ’ , . Sansorisielinz)
PEPHINECISINEINEN = WProteiaNep il W BSHEmag|utininal e = J] L
YUinase;

P4 - Sitio de clivagem

Fonte: A autora

De modo geral o peptideo sinal geralmente se encontra localizado nas
extremidades N-terminal do complexo proteico, e sua presenca € determinante para
entrada e transporte intracelular, o que pode influenciar diretamente nas funcdes
biolégicas de uma proteina, jA que se configura como fator determinante da sua
localizacdo (BLOBEL; DOBBERSTEIN, 1975).

J& as proteinas Nepl, seja de origem bacteriana, fingica ou oomiceta atuam
no processo de morte celular e contribuem para a infeccdo do hospedeiro por
destruicdo da membrana plasmatica e citolise (OTTMANN et al., 2009). Para
invertebrados, a atividade da proteina Nel, que apresenta um dominio semelhante a
Nepl, provocou alteracdes na morfologia intestinal do nematoide C. elegans, que
incluiam a separacéo do intestino da parede do corpo e constricbes ao longo de
intestino (RUAN et al, 2015).

As lectinas assim como as hemaglutininas, sao proteinas ou glicoproteinas que
se ligam a carboidratos (monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos ou
glicoproteinas) e tem habilidade de induzir a aglutinacdo de células ao interagirem
com glicoconjugados presentes em superficies celulares, facilitando com isso a
ligacdo/adesdo de bactérias as respectivas células hospedeiras, o que € considerado
um pré-requisito basico para a colonizacéo e infeccéo bacteriana (PAIVA et al., 2010).
Para as lectinas, em alguns casos, também ja foi observada a atividade entomotoxica
para coledpteros, dipteros, hemipteros e lepidépteros, e a agdo ocorre devido a
resisténcia dessas moléculas a degradacao proteolitica no trato digestivo de insetos
(PAIVA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011). A lectina hemolitica CEL-III faz parte do
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complexo de proteinas formadoras de poros (HATAKEYAMA et al.,, 1994;
HATAKEYAMA et al.,, 1996), com uma proteina composta por dois dominios de
reconhecimento de carboidratos (dominios 1 e 2) e um dominio C-terminal (dominio
3) que é responsavel pela oligomerizacdo nas membranas celulares alvo. Acredita-se
que apos a ligacdo as cadeias de carboidratos da superficie celular através dos
dominios 1 e 2, o dominio 3 se associa para formar poros transmembranares, levando
a lise ou morte celular (UNNO; GODA; HATAKEYAMA, 2014).

A filamina faz parte do grupo de proteinas de ligacdo as actinas podendo
apresentar diferentes fungdes, como motilidade celular, adesédo, sinalizacdo de
receptores, ativacdo do canal ibnico da membrana e estabilizacdo e trafico de
proteinas (FENG; WALSH, 2004; ZHANG,; BREITWIESER, 2005; NAKAMURA;
STOSSEL; HARTWIG, 2011).

As proteinas censoras do tipo histidina-quinase, permitem que as bactérias
“sintam” o ambiente em que se encontram, e adaptam seu comportamento em funcao
deste, o0 que pode ser considerado particularmente relevante para interacdes
patdgeno-hospedeiro (GAO, STOCK 2009; ALM, HUANG, ARKIN 2006). Esse
mecanismo pode ser observado em Pseudomonas protegens, uma rizobactéria que é
benéfica para as plantas e, também, patogénica para insetos, com o sensor histidina
cinase FitF considerado um regulador chave da producao de toxinas inseticidas dessa
bactéria (KUPFERSCHMIED et al., 2014).

Embora ainda ndo seja possivel afirmar que as proteinas Nepl encontradas
nos genomas estejam de fato envolvidas com a mortalidade causada pelas estirpes
2728 e 2744, as estruturas que compde essas proteinas sugerem um possivel novo
mecanismo de acdo através do reconhecimento dos acUcares presentes na
membrana intestinal do inseto, haja vista que essa porcédo € composta por uma matriz
peritr6fica formada por quitina (polimero de N-acetilglicosamina e glicoproteinas)
(TELLAM et al., 1999). Neste caso, poderia supor que o dominio lectina hemolitica ou
a hemaglutinina, estariam envolvidas com a ligagdo as glicoproteinas ou glicolipidios
do intestino do inseto, através do reconhecimento dos acucares e a proteina Nep
causaria a infeccdo do hospedeiro por destruicdo da membrana plasmatica, como
demonstrado por Ruan et al. (2015) para proteina Nel. Neste mesmo trabalho Ruan e
colaboradores (2015) também sugerem que essa proteina com dupla atividade
(vegetal e nematicida), poderia ser produto da transferéncia horizontal de genes, entre

fitopatdgenos e entomopatdgenos, que mesmo sendo um mecanismo que ocorra em



130

baixa frequéncia, ainda assim € possivel, principalmente se tratando de espécies que
ocupem os mesmos nichos ecolégicos como superficie da planta ou solo (RUAN et
al., 2015).

A massa do complexo proteico, para as proteinas foram corroborados pelo gel
SDS-PAGE (Figura 5), no qual é perceptivel a formacdo de uma banda na altura de
aproximadamente 60 kDa na porc¢éo correspondente ao pellet (porcéo intracelular) de
ambas as estirpes, sendo que este mesmo fragmento vai perdendo a intensidade com
0 processamento da amostra (sobrenadante e filtrado), até tornar-se indetectavel nas
porcoes filtradas tanto para 2728 quanto para 2744 (pocos 3 e 6), sugerindo que sejam

fatores de natureza protéica e que sao secretadas.

Figura 5: SDS-PAGE para 2728 pellet (1); 2728 sobrenadante (2); 2728 sobrenadante filtrado (3); 2744
pellet (4); 2744 sobrenadante (5) e 2744 sobrenadante filtrado (6). Marcador molecular TrueColor High
Range Protein Marker (10-245 kDa) - Sinapse Inc.
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A deteccdo na fracdo correspondente ao pellet sugere que a proteina é
secretada no citoplasma e, posteriormente, € liberada no meio extracelular. Ja o
peptideo de aproximadamente 25 kDa esta presente em todas as por¢des analisadas,
sugerindo que se trata de uma proteina soltvel e de baixa massa molecular e que néo
ficou retida nem mesmo no processo de filtragem. Contudo, em se tratando de uma
proteina secretada, também haveria a possibilidade da mesma néo estar presente na
porcdo correspondente ao pellet, que tem a por¢cdo sollvel descartada durante o
preparo. Fato que ndo ocorreu para as referidas amostras, considerando a banda de
aproximadamente de 25 kDa. Nesse caso, poderia supor que essa proteina viesse
mesmo a ser secretada, mas a sua liberacao é lenta e, por isso, uma parte da mesma
ainda poderia estar retida na porcao intracelular no momento da extracao, que ocorreu
com 24 horas, antes da bactéria ter entrado na fase de esporulacao.

Parte dessa suposicédo € corroborada através dos resultados dos bioensaios,
onde observou-se um decréscimo na mortalidade das lagartas em funcdo do
processamento da amostra, obtendo as maiores propor¢cdes de mortalidade no pellet,

seguido do sobrenadante e filtrado (Tabela 6).

Figura 6. Percentagem de mortalidade de Spodoptera frugiperda para as porc¢des do pellet,
sobrenadante e sobrenadante.
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Fonte: A autora
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Utilizando a analise in silico foi possivel determinar a estrutura molecular de

complexo proteico, correspondente a proteina Nep-1 (Figura 7 e Figura 8).

Figura 7. Predicao tridimensional da estrutura provavel do complexo proteico encontrado para Nepl
da estirpe S2728.

Lectina

Filamina

Fonte: A autora

Figura 8. Predi¢édo tridimensional da estrutura provavel do complexo proteico encontrado para Nepl
da estirpe S2744.

Fonte: A autora

Uma vez identificadas as proteinas e seus dominios estruturais, realizou-se a
analise da identidade entre as duas sequéncias dos genes que codificam essas
proteinas presentes nas estirpes 2728 e 2744. A identidade por BLASTn entre as
sequéncias foi de 93,77% (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise por BLAST da identidade das sequéncias de DNA dos genes que formam o complexo
Nepl das estirpes 2728 e 2744.

- Total Query E .
1) (2) 0 (6) %)
Description Max Score Score @ Cover @ value® % 1D Accession
None provided 2327 2327 100% 0.0 93.77%  Query_17963

(MDescription, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @pontuacéo do alinhamento, ®soma das pontuacdes de alinhamento
de todos os segmentos sequéncia de analisada, “cobertura da sequéncia, ®expect value, © % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudas e o produto
relacionado, (Morganismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade.

Realizou-se também, a analise da identidade por BLASTp das sequéncias de
aminoacidos das proteinas encontradas nas duas estirpes. A identidade foi
determinada em 88,01% (Tabela 8).

Tabela 8. Analise por BLAST da identidade das sequéncias de aminoacidos das proteinas que formam
o0 complexo Nepl.

- Max Total Query E :
o 9 Q] )
Description Score® Score @ Cover @ value® % ID Accession
unnamed protein
product 929 929 100% 0.0 88.01%  Query_45495

(MDescription, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @pontuacéo do alinhamento, ®soma das pontuac¢des de alinhamento
de todos os segmentos sequéncia de analisada, “cobertura da sequéncia, ®expect value, ® % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudas e o produto
relacionado, (Morganismo que possui a sequéncia com a qual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade.

Quando foi realizada a analise por BLASTp da sequéncia de aminoacidos da
proteina Nep-1 encontrada nas estirpes 2728 e 2744, observou-se que a identidade
entre elas foi de 88,13% (Tabela 9).

Tabela 9. Andlise por BLAST e identidade das sequéncias de aminoacidos da proteina Nepl nas
estirpes 2728 e 2744

- Max Total Query .
(0] (5) 0 (6) @)
Description Score® Score ®  Cover @ E value % 1D Accession
Unnamed protein
product 404 404 100% 2,00E-150 88.13% Query_31175

(M Description, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @ pontuagéo do alinhamento, ©® soma das pontua¢des de alinhamento
de todos os segmentos da sequéncia analisada, ® cobertura da sequéncia, ® expect value, ©® % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudadas e o produto
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relacionado, () organismo que possui a sequéncia com a gqual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade.

O alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas Nep-1 nas
estirpes 2728 e 2744 permitiu identificar posicdes na sequéncia das proteinas, nas
quais foram encontradas diferencas nos aminoacidos (Tabela 10), e encontradas 25

mudancgas ao todo (Figura 4).

Tabela 10. Analise por BLAST e identidade das sequéncias de amino&cidos da proteina Nep 1 descrita
nas estirpes 2728 e 2744

Score Expect  Method Identities Positives Gaps
404 2,00E- Compositional matrix oy 203/219 0
bits(1039) 150 adjust. 193/219 (88%) - g0y, 07219 (0%)

Figura 4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos para as estirpes 2744 e 2728. As diferencas
entre as sequéncias estdo destacadas em amarelo

Score Expect Method Identities Positives Gaps
404 e Compositional } o o
bits (1039) 2e-150 matrix adjust. 193/219(88%) | 203/219(92%) | 0/219(0%)
2728 YEDVIKALPQNASKIELDYAPVYDYDTDGCYATEAATSPDGTTNEPGLSLGGSEESVCRDVN 60
YGEDVIKALPONASKIELDYAPVYDYDTDGCYATAATSPDGTTNPGLSLGGSP+SVCEY N
2744 YEDVIKALPONASKIELDYAPVYDYDTDGCYATAATISPDGTTNEGLSLGGSPRQSVCREEN 61
2728 RLENSNTYSRAKSNNGWTAIMYASYFERKDQSTSGPARACHENDWEHT IVWAKDGOVOYVT 120
RILENSNTYSRAKSNNGWTAIMYASYFERDQSTSGPAR+GHRADWERTIVW EDGQVY VT
2744 RLENSNTYSRAKSNNGWTAIMYASYFEKDQSTSGPARSCGHEHDWEHT IVWIKDGQVONVT 121
2728 Y3AHGKWYTNSRSNVRFDGNHPKIVYHKDGAGTHAFRLANSNDEFPENYRHQWLELEMVG 180
YSAHG WYTN RS+V+E GNHPEIVYHEDS THAFRLANSNDEFPPENY QWL LPMVG
2744 YSAHGNWYTNPRSDVRESCNHPKIVYHEDGGLTHAFRLANSNDEPPENYYROWLQLEMVG 181
2728 WNGYPSSNIREKLMTTNFGDATLEIKDGRFEKLALASEKP 2109
WNGYFS +IREFLMTT+EF: ATLEIEKD F++AL SAKP
2744 WNGYPSPHIREKIMTTDFGKATLEIKDKEFQEATDSAKE 220

Fonte: A autora

Também foi realizado o alinhamento por BLAST das sequéncias de
aminoacidos das proteinas Hemolytic lectin CEL-IIl e Hemaglutinina | das estirpes
2728 e 2744, respectivamente. No qual foi observado uma identidade de 89,36% entre
elas (Tabela 11).
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Tabela 11. Andlise por BLAST das sequéncias de aminoacidos das proteinas Hemolytic lectin CEL-III
e hemaglutinina | das estirpes 2728

Max Total Score Query

Score® @ Cover @ E value® % ID © Accession ()

Description @

unnamed protein

product 246 246 99% 1,00E-90 89.36% Query_26365

@ Description, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @ pontuagdo do alinhamento, ©® soma das pontuacdes de alinhamento
de todos os segmentos da sequéncia analisada, ¥ cobertura da sequéncia, ® expect value, ® % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudadas e o produto
relacionado, () organismo que possui a sequéncia com a gqual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas Hemolytic lectin
CEL-Ill na estirpe 2728 permitiu identificar posicbes na sequéncia das proteinas nas
quais foram encontradas diferencas nos aminoacidos (Tabela 12). Foram encontradas

14 mudancas na sequéncia de aminoacidos entre as proteinas (Figura 5).

Tabela 12. Alinhamentos das duas proteinas e identificacdo dos aminoéacidos diferentes.

Score Expect Method Identities Positives Gaps

246 Compositional

) o . )
bits(62)  1OOE90 - irix adiust, 126/141(89%)  134/141(95%)  0/141(0%)

Figura 5. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos para proteinas Hemolytic lectin CEL-IIl nas
estirpes 2728.As diferencas entre as sequéncias estdo destacadas em amarelo

Scora Exgec Method Tdentities Positives Gaps
248 1e—gp | Compositional matrix |,,¢,944 (g8o%) |134/141 (95%)
bits(629) adjust. 57 0/141¢0%)
2728 LODGETYQIWVSTLNNSSWVVD LNQADGNVHLWONGNANNOEKWELVY DSNELAY QTENITANQ (=10
L+DGGTYQIVSTLNNSSVH+L4AQADGNY LWQN N+NNQKWEK VYDSNE AYQ KN+AN+
2744 LEKDGETYQIWVSTLNNSSWVINLDOADGNVLLWONVNSNNOEWERVY DSNENAY QFENWVANE a7
2728 NLVILAWNDLNGSNNVVAT SNONKEEQYWIPTEAGNGY YYVKNKKDLNKVLDVSGYGTANG 120
NLVILAWNDLNGSNNVVAT SNONKEEQYWIPTEAGNGY YYVHNKKD NKVLDVSGYGTANG
2744 NLVLAWNDLNGSNNV VAT SNONEEEQYWI PTEAGNGY Y Y VRNEEDOQNEVLDVSGYGTANG 127
2728 TNVTVYNFHGGNNQIFKLSNY 141
THWVTVYNEHGGNND FELSNYV
/2744 TNVTVYNFHGGNNQTFKLSNY 148

Fonte: A autora

Quando foi realizada a analise por Blastp da sequéncia de aminoacidos da
proteina Filamina-B encontrada na estripe 2744, observou-se uma identidade de

87,04% com outras proteinas do banco de dados (Tabela 13).
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Tabela 13. Analise por BLAST das sequéncias de aminoacidos das proteinas Filamina-B nas estirpes
2728 e 2744

Max Total Quer

Description @ ,  Score Y 4 Evalue® 9% ID ® Accession ()
Score® o Cover @

unnamed protein 190 190  100% 1,00E-69  87.04% Query 52125

product

@ Description, refere-se ao produto que possui a sequéncia com a qual a sequéncia estudada
apresentou maior similaridade. @ pontuagdo do alinhamento, ©® soma das pontuacdes de alinhamento
de todos os segmentos da sequéncia analisada, ¥ cobertura da sequéncia, ® expect value, ® % ID
(identidade), porcentagem de identidade entre as sequéncias das linhagens estudadas e o produto
relacionado, () organismo que possui a sequéncia com a gual, a sequéncia estudada apresentou maior
similaridade.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas Filamina-B na
estripe 2744 permitiu identificar posi¢cdes na sequéncia das proteinas nas quais foram
encontradas diferencas nos aminoacidos (Tabela 14). Foram encontradas 14

mudancas na sequéncia de aminoacidos entre as proteinas (Figura 6)

Tabela 14. Alinhamentos das duas proteinas e identificacdo dos aminoéacidos diferentes. Os
aminoécidos em negrito e destacados em amarelo correspondem as diferengas entre as proteinas das
duas estirpes.

Score Expect Method Identities Positives Gaps
190 Compositional matrix
bits(483) 1,00 E-69 adjust. 94/108(87%) 99/108(91%) 0/108(0%)

Figura 6. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos para proteina Filamina-B na estirpe 2744. As
diferencas entre as sequéncias estéo destacadas em amarelo

27728 GNLAREVESLYKAQPGQSSRSSNNFSLDNLAAGTKVRVVLEGAGATSLSFITARDKSGTD 60
G L REVESLYKAQPGQSSRSSNNFSL++L AGTKVRVVLEGAGATSLSF I+RDKSG D
2744 GTLTREVESLYKAQPGQSSRSSNNFSLEHLTAGTKVRVVLEGAGATSLSFNISRDKSGAD 61
27728 PVIWSNVRDGSTILTIPSGDDRKNLYTAGPPSGYTSNGTFKVKFYALPN 108
IWS VRDGSIL IPSGD+RKNLYI+GPPSGYTSNGTFKVKEFYALPN
2744 SRIWSAVRDGSTLKIPSGDNRKNLYISGPPSGYTSNGTFKVKFYALPN 109

Fonte: A autora

Os resultados obtidos pelas comparagdes através das sequéncias de genes
e proteinas (Tabelas 8, 9, 10 11 e 12) e seus respectivos alinhamentos (Figuras 4, 5
e 6 ), deixam claro as diferencas existentes entre os complexos proteicos encontrados

nas estirpes 2728 e 2744, mesmo que ambas tenham se enquadrado como


about:blank#alnHdr_Query_52125
about:blank#alnHdr_Query_52125

137

pertencentes ao grupo de proteinas Nep. Em estudos recentes, Seid, Van den
Ackerveken (2019) demonstraram a ocorréncia de pelo menos trés tipos distintos de
PNL.: tipo |, tipo Il (GIJZEN; NURNBERGER, 2006 ) e o tipo Ill descrito por Oome e
Van den Ackerveken (2014) e essa diferenciacao é realizada com base na ocorréncia
de residuos conservados de cisteina, que sao essenciais para a atividade da PNL
(FELLBRICH et al., 2002).

Embora existam poucos relatos sobre a o efeito de proteinas do grupo NPLs
para invertebrados, os complexos proteicos presentes em ambas as amostras, dao
indicios da atividade dessas proteinas através de um mecanismo de a¢ao novo, por
meio do reconhecimento dos acucares presentes na membrana intestinal do inseto,
mediado pela ligac&o da lectina hemolitica ou a hemaglutinina. A confirmac&o ou nao
dessa hipdtese, se dara por meio de testes mais aprofundados e sera necessaria a
clonagem dos respectivos genes encontrados em cada uma das estirpes, bem como
a expressédo e purificagdo da proteina recombinante, para avaliar sua capacidade
patogénica por meio de bioensaios feitos com dieta artificial suplementada com as
proteinas puras. Caso a hipotese seja afirmativa, ou seja, de fato as proteinas Nep
esteja envolvidas com a mortalidade dessas cepas, um novo leque de ferramentas
para o controle de pragas se abrira, através da exploracdo de uma nova proteina

inseticida com um novo mecanismo de acéo.

4. CONCLUSOES

1- A analise das sequéncias ndo retornou a nenhum dos genes classicos de
Bacillus thuringiensis ou de Bacillus cereus strictu sensu ndo sendo possivel até o
momento, uma classificacdo exata das espécies em questao.

2- A andlise das sequéncias permitiu a identificacdo de um gene responsavel pela
expressdo de uma proteina formadora de poros que pode estar relacionada a

toxicidade dessas cepas.
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1. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

As bactérias Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus sdo dois dos
microrganismos mais utilizado na producao de bioinseticidas para controle de insetos
pragas. Embora exista muitas informacgdes sobre utilizacdo desse microsganimos, a
prospecc¢do de novas estirpes continua sendo fundamental, ja que podem fornecer
subsidios para o desenvolvimento de novos ativos biotecnoldgicos Uteis para
diferentes finalidades, que vao desde controle de insetos a acao citotdxica contra
células tumorais de cancer humano.

A conclusao deste trabalho, confirma a grande variabilidade existente entre as
espécies isoladas, independentemente da regido, area de producdo ou substrato de
isolamento, evidenciando a capacidade de adaptacédo e dispersdo dessas bactérias.
Toda essa variabilidade pode ser visualizada em cada uma das etapas de
caracterizagao, principalmente nos resultados de bioensaios, no qual foi constatado a
presenca de estirpes com atividade simultanea para diferentes ordens, como em
Lepidoptera e Coleoptera, ou mesmo atividade inseticida distinta para espécies de
mesmo género, como os lepidopteros S. frugiperda, H.armigera e A. gemmatalis.
Gracas a essa variabilidade, foi possivel selecionar, pelo menos para cada uma das
espécies trabalhadas, uma estirpe com atividade inseticida, sugerindo o
aproveitamento desses materiais como potenciais agentes de controle para insetos
pragas de importancia agricola, e também, insetos pragas importantes para saude
publica.

Além de novos isolados bacterianos, os resultados obtidos demonstraram a
presenca de um novo gene capaz de expressar uma proteina formadora de poros
(Nep-1), ndo conhecida com atividade no controle de insetos. Com a confirmacao
dessa hipotese, se abre um leque de novas ferramentas para o controle de pragas e
como perspectivas futuras, sugere-se a:

1. Clonagem dos genes nep encontrados em cada uma das estirpes, para expressao
e purificacdo da proteina recombinante.

2. Avaliacdo da capacidade patogénica das proteinas recombinantes por meio de
bioensaios.

3. Avaliar o possivel mecanismo de acédo envolvido em cada uma das espécies

pragas.



