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Resumo: Este trabalho objetivou selecionar isolados da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
patogénicos para a broca-da-cana (Diatraea saccharalis) visando fornecer subsidios para a transformagéo
de plantas expressando genes deste microrganismo. Os isolados Bt-11, Bt-13, Bt-23, Bt-27 e Bt-28
proporcionaram melhores resultados causando 100% de mortalidade em lagartas de segundo instar.
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INTRODUCAO

A Broca-da-cana (Diatraea saccharalis) € uma das
principais pragas da cana-de-acucar, ocorrendo
em todas regides acucareiras do Brasil (Carvalho
et al., 2002). O adulto da broca, a mariposa,
ovoposita preferencialmente na parte dorsal das
folhas. As lagartas recém eclodidas dos ovos se
alimentam da folha e no 2° instar penetram no
colmo abrindo galerias (Parra, 1993). Além dos
prejuizos diretos causados pela broca como perda
de peso, morte das gemas e aberturas de galerias
nos colmos, a referida praga causa prejuizos
indiretos ainda mais significativos devido a
penetracdo de microorganismos causadores de
podriddes, que invertem a sacarose e produzem
metabolitos inibidores, diminuindo a pureza do
caldo e, conseqlentemente, reduzindo o
rendimento industrial para a producdo de acucar
(Gallo et al.,2002).

Devido a biologia da praga, o controle quimico da
broca-da-cana se torna inviavel ja que essa passa
a maior parte de sua fase larval dentro do colmo,
ficando inacessivel ao contato com inseticidas,
além de ser oneroso devido ao porte da cultura
(Gallo,2002). Por essa razéo surgiu o0 interesse na
transferéncia de genes de resisténcia para
minimizar os danos causados por essa praga
(Braga et al.,2003).

Plantas transgénicas resistentes a insetos,
desenvolvidas pela integracdo, nos seus
genomas, dos genes de resisténcia provenientes
desses microrganismos, constituem-se em mais
uma alternativa com grande potencial de protecéo

contra as perdas causadas por insetos-praga
(SCHULER et al.,1998; HILDER & BOULTER,
1999; BETZ et al., 2000).

Com a clonagem e a caracterizacdo de um gene
de Bt codificador de uma proteina responsavel
pela atividade toxica a insetos em 1981
(SCHNEPF & WHITELEY, 1981), novas
perspectivas do uso desta bactéria e de suas

proteinas inseticidas foram vislumbradas. Entre
elas, esta a possibilidade de se introduzir os genes
de Bt codificadores das toxinas nos genomas da
cana-de-acgucar, permitindo a expressdo continua
das proteinas em todos os tecidos da planta e
atingindo, assim, apenas os insetos-praga que se
alimentam dos tecidos (De MAAGD et al., 1999). A
primeira geracdo de plantas transgénicas
resistentes a insetos foi desenvolvida exatamente
com o uso de genes codificadores de proteinas
inseticidas do entomopatégeno Bt (FISCHHOFF,
1987; VAECK et al., 1987).

A busca de linhagens de Bt com alta atividade
toxica e diferentes especificidades a insetos € de
extrema importancia tanto para a producdo de
novos biopesticidas como para a utilizacdo destas
linhagens como fonte de genes para a obtencgéo
de plantas geneticamente modificadas resistentes
a insetos (BOBROWSKI et al., 2001).

O objetivo desse trabalho foi de selecionar
isolados de Bt patogénicos para a broca-da-cana
(Diatraea saccharalis), que poderdo contribuir, no
futuro, para a transformacéo de plantas de cana-
de-aclcar contendo genes de B. thuringiensis.
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MATERIAL E METODOS

Os isolados de Bacilllus thuringiensis foréao
cultivadas em meio Usual, com 5g de levedura,
10g peptona, 5g cloreto de sédio, 20g de agar
para 1 litro de &gua destilada, que devera ser
esterilizado por 30 minutos em autoclave a
pressdo de 1,5 Kgf/cm?. As placas de Petri foram
esterilizadas em estufas por 2h & uma temperatura
de 120°C. Apo6s a esterilizagdo do meio de cultura,
0 mesmo deve ser incubado nas placas de Petri,
onde permaneceram sobre a Camara de Fluxo
para que as mesmas voltassem a temperatura
ambiente. A bactéria foi repicada a placa através
de uma alca de platina esterilizada com alcool e
fogo que sé&o transferidas para tubos de Falcon
(50mL) com 20 mL de agua destilada, esterilizada
em autoclave. Estes tubos fordo centrifugados por
30 minutos onde se retira a cada centrifugacéo o
material suspenso e adiciona-se novamente 20 ml
de 4gua destilada. Esta operacédo foi repetida por
trés vezes, adicionado por ultimo 10 mL de &gua
destilada.

Diatraea saccharalis foi criada em laborat6rio com
dieta artificial elaborada por Hensley & Hammond
(1968), modificada, usada para criacéo de lagartas
de D. saccharalis. Os adultos permaneceram em
camara de postura feita de tubos de PVC (+ 15 cm
de didmetro X 20cm de altura). Apdés a postura
recolheram-se os ovos, e foram transferidos para
uma camara climatizada (x 25°C) e fotofase (+ 12
h). Apos a eclosdo das lagartas, estas foram
inoculadas em tubos de ensaio (10cm x 2.5cm)
contendo dieta, devidamente esterilizados em
estufa e germicida. Os estagios, lagarta e pré-
pupa permaneceram na dieta em sala climatizada
(£ 25°C) e fotofase (+ 12 h). Ao atingir o estagio de
pupa, estas foram transferidas pra as cameras de
postura.

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Entomologia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com 7
tratamentos e 5 repeti¢cbes, contendo 10 lagartas
de segundo instar do inseto em gerbox (2,0 X 6,0
cm) com a dieta. Para a testemunha utilizou-se
agua destilada. Os tratamentos foram avaliados
apo6s 48 h da inoculacéo, sendo feitas avaliagdes
diarias durante sete dias. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5%, pelo
Sistema de Andlise Estatistica (SANEST).

RESULTADOS

Tabela 1: percentual de mortalidade de Diatraea
saccharalis (LEP.: CRAMBIDAE) por diferentes
isolados de Bacillus thuringiensis apés sete dias

de avaliacao.

Isolados Mortalidade %
Bt 11 100,00 A
Bt 13 78,00 A
Bt 17 42,00 B
Bt 23 100,00 A
Bt 27 100,00 A
Bt 28 100,00 A
Testemunha (dgua destilada) 8,00 C
Cv=19,14%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre
si ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey.

DISCUSSAO

Observou-se que os isolados de Bt Bt-11, Bt-13,
Bt-23, Bt-27 e Bt-28, mostraram-se promissores
para o controle de D. saccharalis. O isolado E-17,
ndo foi tdo eficiente para o controle. Todos os
isolados de Bt foram significativos em relacdo a
testemunha. Estudos posteriores serao
desenvolvidos para a estimativa da CLsg,, gerando
informacdes sobre a viruléncia deste isolados pré-
selecionados. Desta forma, serdo obtidas
informacdes mais sdlidas sobre o potencial das
toxinas de Bt no controle da broca da cana.

CONCLUSAO
Os isolados de Bt Bt-11, Bt-13, Bt-23, Bt-27 e Bt-

28 sdo mais indicados para o controle da broca-
da-cana.
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