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RESUMO:

Foram isolados 13 mutantes asporogénicos cristaliferos de Bacillus thuringiensis subsp.
thuringiensis 407 apistratamento com o agente mutagéni co etil-metano-sulfonado e quatro mutantes
pelairradiacdo com luz Ultra-Violeta. Todos os mutantes obtidosforam considerados como verda-
deiros asporogénicos, pois suas células ndo resistiram ao tratamento de calor. Os cristais de todos
os mutantes foram analisados por microscopia éptica e apresentaram formatipicadaquel esforma-
dos pelalinhagem selvagem. Dois dos 17 mutantes foram considerados relativamente estaveis e,
portanto, o uso destes mutantes asporogénicos para a producao de um bioinseticida sem esporos é
sugerido.
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ABSTRACT:

Thirteen asporogenic crystalliferous mutant strains of the Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis
strain 407 wereisolated after treatment with the mutagen ethyl-methane-sulfonate agent and four
mutants wereisolate after treatment with UV light irradiation. All the mutants thus obtained were
considered true asporogenic mutants, for their cellsdid not resist the heat treatment. The crystals
of all the mutants were analyzed by optical microscopy and presented the typical shape of those
crystals formed from the wild strain. Two of the seventeen mutants were considered relatively
stable and so the use of these asporogenic mutants for the production of a bio-insecticide is
recommended.
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INTRODUCAO

O controle deinsetos utilizando-se deinseticidas quimicos sintéticostem levado a
inimeros problemasincluindo desenvol vimento de resisténciaaestes produtos, aumento de pragas
secundérias normal mente controladas por inimigos naturais, riscos de contaminagéo de seres hu-
manos, animai s domeésticos e aguas subterraneas, diminuicdo dabiodiversidade nas reastratadas,
aém de outros custos ambientais (CAPALBO et a, 2005). Estes sdo alguns dos problemas que
tem estimulado o aumento de interesse em programas de control e integrado de insetos. A agricul-
tura sustentavel do século XX é baseada em intervengdes aternativas para o controle e manejo
de insetos que sejam ambiental mente seguras e que reduzam o contato humano com os pesticidas
quimicossintéticos.
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Microrgani smos entomopatogénicos utilizados para o controle biol 6gico incluem
bactérias, virus, fungos e protozoarios (CAPALBO et al, 2005). A comparacdo dos produtos a
base destes organismos com osinseti ci das quimi cos convencionais € usual mente feita somente sob
a perspectiva de suas eficécias e custos. No entanto, quando beneficios ambientais sdo incluidos
suas vantagens sd0 numerosas, como por exemplo, a seguranca para seres humanos e outros
organismos ndo alvo, aredugdo de residuos nos alimentos, 0 aumento daatividade de outrosinimi-
gos naturais e 0 aumento da biodiversidade nos ecossistemas tratados.

Inseticidas comerciais baseados em Bacillus thuringiensis representam atual-
mente cerca de 1,5% do mercado mundial de controle deinsetos (van FRANKENHY ZEN, 1993,
CRICKMORE, 2006) e aproximadamente 90% dos produtos de controle bioldgico. A atividade
entomopatogéni ca desta bactéria € devida a formagdo de inclusdes protéicas naforma de cristais
paraesporais que podem ser facilmente visualizadas dentro da célulaem esporul agéo ao microsco-
pio Optico de contraste de fase. Estes cristais sdo formados por polipeptidios denominados d
endotoxinas, comumente conhecidos como proteinas Cry (CRICKMORE et a, 1998), as quais sao
formadas e cristalizadas em concomitancia com o processo de esporul agdo.

O espectro de atividade destas proteinas inclui larvas de insetos das Ordens
L epidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e Mallophagabem como
outros grupos tais como nematoides, protozoarios e &caros (SCHNEPF et a,1998, CAPALBO et
al, 2005).

Os primeiros produtos comerciais a base de B. thuringiensis comecaram a ser
usados a partir de 1938 e tém se demonstrado ambientalmente seguros (ARANTES et al, 2002),
sendo compostos em sua maioria por uma mistura de esporos e cristais. A obtencdo de formula
¢oes livres de esporos, ou sgja, a partir de linhagens que tenham perdido a capacidade de formar
esporos, mas que mantenham a capacidade de produc&o do cristal entomopatogénico € mais uma
opcdo na busca de produtos que provogquem distirbios ambientais tdo menores quanto possivel
(VILAS-BOAS et a, 2000; CRICKMORE, 2006).

Destaforma, este trabalho descreve o isolamento e a caracterizagdo de mutantes
asporogénicos (Spo Cry*) de Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis 407, que apresenta
toxicidade frente aduas pragas agricol as de relevante importanciamundial, aslagartas Spodoptera
littoralis e Plutella xylostella.

MATERIAL E METODOS

Linhagem e condicdes de cultura

B. thuringiensis subsp. thuringiensis 407 foi cultivada em meio Bacto-peptona
(BP) (LECADET et a, 1980) liquido a 30°C com agitacéo até completa esporulagéo, monitorada
em microscopio optico comum. Os esporos e cristais foram entdo lavados e ressupendidos em
aguadestilada esterilizada.
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Procedimentos de mutagénese

Irradiacdo com Luz Ultra-violeta: Um tratamento indutor de mutagénese foi
realizado através da irradiaco de uma suspensdo de esporos com raios Ultra Violeta (UV), os
quais foram gerados por umalampada germicida de 4 Watts (254 nm). Para tanto, uma suspenséo
de 7 mL deesporos (3~ 10® mL1) foi adicionadaauma placa de Petri de 9 cm de diédmetro, aqual
foi mantida a 20 cm de distancia da |&mpada durante 20 minutos em constante agitacgo. Apés a
irradiacdo, a suspensdo de esporos foi semeada em placas de Petri contendo meio BP, as quais
foram incubadas a 30°C por 5 dias.

Tratamento com Etil-Metano-Sulfonado (EMS): Para inducéo de mutacdo foi
empregado o método descrito em Vilas-Boas et a (2005). Paratanto, foi utilizada uma suspenséo
de 4,5 mL deesporos (3~ 10° mLt) em agua destilada esterilizada. Esta suspensdo foi incubadaa
37°C por 40 minutos na presenca de 0,5 mL de EMS, resultando em uma concentracéo final de
10% v/v. Apbs incubacdo, os esporos foram lavados 3 vezes em &gua destilada esterilizada e
ressuspendidosem um volumefinal de5 mL de agua. A suspensdo obtidafoi utilizadaparainéculo
em placas de Petri contendo meio BP as quais foram incubadas a 30°C por 5 dias.

Selecdo de mutantes asporogénicos

Decorrido o tempo suficiente para a esporulacdo, a presenca de esporos bem
como de cristais nas col 6nias obtidas has placas, apds os tratamentos mutagéni cos, foi monitorada
através de andlises ao microscdpio Optico de contraste de fase.

Tratamento de calor

ApG6s microscopia Optica, cada col6nia que ndo apresentou aformacdo de esporos
foi inoculadaem 10 mL de meio BPliquido eincubadaa30°C por 72 horas com agitacdo. A cultura
obtidafoi entdo aguecida a 80°C por 10 minutos. Apos resfriamento, cada culturafoi diluidaem
série e semeada em placas contendo meio BP, as quais foram incubadas a 30°C por uma noite. A
taxa de sobrevivéncia de cada mutante foi calculada a partir de quatro experimentos independen-
tes como arazdo do nimero de UFC (Unidades Formadoras de Col dnias) apdstratamento de cal or
pelo nimero de UFC antes do tratamento de calor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dose para ainducéo de mutac&o usada, tanto para airradiagdo com luz Ultra-
Violeta quanto para o tratamento com EM Sfoi a que permitiu aproximadamente 95% de sobrevi-
véncia dos esporos de B. thuringiensis. As colénias obtidas ap6s ambos os tratamentos foram
analisadas quanto aos aspectos morfol égicos e ao microscopio optico de contraste de fase paraa
verificacdo da formagdo de esporos e cristais. Entre todas as colénias obtidas, foi detectada a
presenca de algumas com morfol ogia alterada, tendo sido observadas col 6nias com tamanho redu-
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Zido ou com ateracBes de col oracéo, com aparénciatrand Ucidaou com setores menos pigmentados,
aém de colbnias trandlUcidas com setores de coloracdo semelhante a linhagem selvagem, como
mostraa Figura 1.

Diversosautores apontam aexisténcia de umaassociagao freqiente entre mutantes
asporogénicos e col 6nias com ateragdes morfol dgicas, principal mente quanto aconsisténcia, apre-
sentando-se trandlUcidas (KIM et a, 1994; YOUSTEN, 1978). Desta forma, nas andlises ao mi-
croscopio optico de contraste de fase, inicialmente foram analisadas col6nias com alteracdo
morfolégicatotal ou com setores diferenciados partindo-se num segundo momento para aanélise
também daguel as com morfol ogia semel hante alinhagem selvagem. Para cada um dos experimen-
tos de induc&o de mutagéo seja por irradiacdo com luz Ultra-Violeta, seja por exposicdo ao EMS,
foram analisadas 3500 col 6nias. Do tratamento com luz Ultra-Viol eta, foram obtidos quatro mutantes
asporogeénicos cristaliferos (Spo- Cry*) e do tratamento com EMS outros treze mutantes com o
mesmo fendtipo, (Spo Cry*).

Todos estes mutantes foram re-isolados em placas contendo meio BP e tiveram
suas col 6nias analisadas quanto amorfologia, apresentando aspecto semelhante as coldniasfor-
madas pela linhagem selvagem. Este mesmo resultado também foi encontrado por Wakisaka et
al (1982), que citam o isolamento de mutantes asporogénicos cristaliferos (Spo- Cry*), formado-
res de coldnias sem alteragdes morfoldgicas, com aspecto semelhante a linhagem selvagem
(Spo* Cry*) e correlacionam a formacg&do de col 6nias transl Gicidas com mutantes asporogénicos
acristaliferos (Spo- Cry’).

Figura 1 — Morfologia de colénias de Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis 407 apos trata-
mento com EM S, evidenciando col 6nias com aspecto semel hante alinhagem selvagem e col 6nias
com ateracBes morfol bgicas (setas).

O isolamento de mutantes de esporulac&o oligoasporogénicos, ou sgja, que apre-
sentam a formag&o de uma baixa porcentagem de esporos, € uma caracteristica bastante comum
em relatos naliteratura (JOHNSON et al, 1980). Por esta raz&o, cada um dos mutantes sel eciona
dosfoi submetido aum tratamento de calor a80°C para célculo dafregiiéncia de esporulacdo. Na
andlise detodos 0s 17 mutantesisolados, nenhum esporo foi verificado, sendo os mesmos conside-
rados como asporogénicos verdadeiros.
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Num passo seguinte, cada um dos mutantes obtidos foi estocado a — 20°C em
gliceral 25%, da mesma forma que sdo armazenadas bactérias ndo produtoras de esporos. Depois
de estocados, cada um dos mutantes obtidos foi analisado quanto a estabilidade da manutencéo da
condic&o asporogénica atraves de passagens sucessivas em meio LB solido. Os quatro mutantes
asporogénicos induzidos por irradiagdo por luz UV reverteram a condi¢do selvagem de producdo
de esporos apos al gumas repi cagens, enquanto que no caso da mutagénese por EMS areversdo se
deu para 11 dos 13 mutantes isolados, restando apenas dois mutantes que mantiveram estavel a
caracteristica asporogénica apds 0s repiques sucessivos.

A utilizagdo de EMS (BHATTACHARYA, 2000; WAKISAKA et al, 1982;
LECADET et a, 1974) e luz Ultra-Violeta (KIM e LEE, 1984; MILLET e RYTER, 1972) como
agentes mutagénicos no i solamento de mutantes asporogénicos de B. thuringiensis, Bacillus subtilis
e Bacillus sphaericus tem sido bastante descrita. Comparages dos resultados obtidos pelos di-
versos autores e neste trabalho demonstram a maior eficiénciado EMS como agente mutagénico,
tanto no que diz respeito ao isolamento de mutantes asporogéni cos para estas bactérias, quanto a
estabilidade dos mutantes isolados pel o tratamento com EM S, gue com maior frequiéncia, perma-
necem estéveis mesmo apos multiplas repicagens.

O isolamento de mutantes asporogéni cos formadores de mais de um cristal protéico
por célula é freqlientemente relatado (KIM et a, 1994; LECADET et a, 1980). Por esta razéo,
cada um dos 17 mutantes isolados foi examinado ao microscopio 6ptico de contraste de fase,
visando-se verificar aformacao de cristais protéicos. Em todos os mutantes, foi detectada a for-
macao de um Unico cristal protéico por célulavegetativa, com aparénciarefringente eformaseme-
Ihante aos cristais formados por coldnias selvagens.

Como demonstrado por Sanchis et al, (1999), Vilas-Boas et al, 2000 e Crickmore
(2006), bioinseticidas a base de linhagens asporogénicas de B. thuringiensis apresentam vanta-
gens, como por exemplo, ser livre de esporos, sendo ambientalmente mais seguros e manter
encapsulados os cristai s nas cél ul as vegetativas dalinhagem mutante, os quaisficam protegidosda
luz solar e, com isso, mantém por mais tempo a atividade toxica no campo. Por ter sido detectada
a manutencao da formacéo do cristal protéico, o qual confere a bactéria a atividade
entomopatogénica, os dois mutantes isolados que ndo reverteram a caracteristica asporogénica,
deverdo, num segundo momento, ser analisados quanto a manutencéo da atividade toxicafrente a
larvas S. littoralis e P. xylostella, submetidos a ensaios de fermentacdo e formulagdo para verifi-
cacdo daviabilidade de utilizac8o de algum destes mutantes para producdo de um bioinseticida.
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