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INTRODUCAO

No Brasil, Oryzophagus oryzae (Costa Lima, 1936) é considerado a principal praga da cultura
do arroz (Martins & Prando, 2004). Os prejuizos causados por O. oryzae sdo oriundos principalmente
do ataque das larvas as raizes das plantas, onde abrem galerias causando reduc¢do do sistema radicular e
da absor¢ao de nutrientes, e o consequente desenvolvimento inadequado das plantas. Os adultos
alimentam-se dos parénquimas das folhas, onde deixam orificios da largura de suas mandibulas. Os
cultivares precoces tendem a ser mais danificados que os tardios. Em arrozais plantados hd mais tempo,
podem causar prejuizos varidveis de 20 a 30% (Carbonari et al., 2000).

Préticas tradicionais de manejo da cultura do arroz irrigado, como destruicao de restos culturais,
limpeza de canais de irrigacdo e aplainamento do solo, reduzem as populagdes de O. oryzae. Entretanto,
tais praticas, ocasionalmente, ndo sdo suficientes para evitar niveis de infestacdo larval economicamente
prejudiciais a cultura, tornando necessaria a adogdo do controle quimico, acarretando assim o aumento
do custo de producao e dos riscos de contaminagdo ambiental (Carbonari et al., 2000).

Na busca por alternativas ao controle desta praga para reduzir os danos deste inseto a cultura,
surgem as proteinas Cry da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis, as quais exibem alta
atividade especifica contra insetos devido a presenga de delta-endotoxinas entomocidas. Estas toxinas
sdo sintetizadas pelos genes cry, os quais podem ser utilizados para a obtencdo de plantas resistentes a
insetos-alvo.

Sendo assim, a presente pesquisa objetivou avaliar através de bioensaios a agdo entomopatogénica
de cepas de B. thuringiensis, com diferentes proteinas Cry, contra larvas de O. oryzae.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram avaliadas cinco cepas de B. thuringiensis, provenientes do Instituto
Pasteur (Paris, Franca). Para os bioensaios com O. oryzae, as cepas foram cultivadas em meio usual
glicosado, a 180 rpm e 30°C, até 90% de lise celular. Em seguida passaram por duas etapas de
centrifugacdo, a 5000 rpm, por 20 minutos, sendo o pellet ressuspendido com dgua destilada estéril.

A determinacdo e padronizacio da concentracdo, a 1x10° células/mL para as cinco cepas
bacterianas, foi realizada com auxilio de camara de Neubauer e microscopio Optico. Os experimentos
foram realizados conforme Pinto & Fiuza (2003) utilizando-se tubos de ensaio, cada um contendo 16mL
da suspensdo bacteriana e cinco larvas de 3° instar de O. oryzae, correspondendo a 40 insetos testados
por tratamento. Em seguida foi acondicionada uma planta de arroz desinfectada, com as raizes
totalmente submersas na suspensao, sendo os tubos de ensaio fechados parcialmente com filme plastico,
acondicionados em estantes e com o fundo envolto em papel aluminio.

Os ensaios foram constituidos de seis tratamentos, com duas repeti¢des, totalizando 240 insetos,
sendo que na testemunha, as suspensdes bacterianas foram substituidas por 4gua destilada esterilizada.

Os experimentos foram conduzidos em camara tipo B.O.D., a 25°C, com fotofase de 12 horas,
durante sete dias, quando entdo a mortalidade das larvas foi avaliada e corrigida segundo a férmula de
Abbott.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados revelam que as cepas de B. thuringiensis avaliadas no presente estudo sdo efetivas
contra as larvas de O. oryzae, sendo que B. thuringiensis dendrolimus HD-37 demonstrou ser a mais
patogénica, ocasionando 83,1% de mortalidade corrigida, seguida por B. thuringiensis kurstaki HD-1
(recombinante) com 76,8% de mortalidade corrigida (Tabela 1), as quais sintetizam as proteinas
entomopatogénicas Cryl Aa e Cryl Ab, respectivamente.

Tabela 1. Toxicidade de proteinas Cryl de Bacillus thuringiensis as larvas de Oryzophagus oryzae.

Média de mortalidade corrigida

Cepas de Bacillus thuringiensis (Bt) Genes cry (%) (Abbott, 1925)
Bt dendrolimus HD-37 crylAa 83,1
Bt kurstaki HD-1 (recombinante) cryl Ab 76,8
Bt thuringiensis 4412 crylBa 55,3
Bt entomocidus 60.5 (recombinante) crylC 53,1
Bt kurstaki HD-73 crylAc 51,6

A andlise dos resultados demonstra que as proteinas da familia Cryl A, mesmo que inicialmente
designadas como toxicas para lepiddpteros (Hofte & Whiteley, 1989), também podem ser efetivas para
coledpteros (Lorence-Quifiones & Quintero-Ramirez, 1996; Porcar & Caballero, 2001).

Pinto et al. (2003) isolaram uma cepa de B. thuringiensis de areas orizicolas do Rio Grande do Sul,
que apresentou 100% de mortalidade corrigida para O. oryzae. Esta cepa teve os genes Cryl e Cry3
identificados por PCR. Grossi-de-Sa et al. (2007) identificaram toxicidade da proteina Cryllal2 para o
coledptero Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), obtendo 50% de mortalidade com a
concentracdo de 230 ug/mL de proteina purificada.

Diferencas na atividade proteolitica entre insetos sensiveis podem levar a diferentes niveis de
especificidade, as quais podem ser atribuidas a fisiologia dos intestinos de diferentes organismos. Ha
muitos indicios de envolvimento de proteases do intestino médio para determinar a suscetibilidade de
um inseto as toxinas-Bt. Por exemplo, as proteinases digestivas de lepiddpteros e dipteros sdo
principalmente serino proteases, enquanto as de coledpteros sdo principalmente cisteina e aspartico
proteases (Maagd et al., 2001; Lopez-Pazos et al., 2009).

As toxinas Cry de trés dominios incluem proteinas téxicas a insetos das ordens Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera e Hymenoptera, bem como nematdides. Estas protoxinas geralmente apresentam
dois tamanhos diferentes, cerca de 130 ou 70 kDa (Schnepf et al., 1998).

O alinhamento de sequéncias de toxinas ativadas revelou a presenca de até cinco blocos
conservados, sendo proposto que proteinas que possuissem estas regides conservadas também
compartilhariam estruturas similares. As estruturas das toxinas CrylAa, Cry3Aa e Cry3Bb ativadas e
uma pequena protoxina Cry2Aa foram determinadas e confirmadas como muito semelhantes
(Grochulski et al., 1995; Galitsky et al., 2001). Estes dados corroboram com os resultados obtidos na
presente pesquisa, pois a proteina Cryl Aa mostrou-se a mais ativa para o coledptero avaliado, proteina
esta que é semelhante as proteinas Cry3, anteriormente descritas pela atividade inseticida a ordem
Coleoptera.

Os genes cryl avaliados no presente estudo poderdo ser utilizados na obtencdo de plantas
resistentes as larvas de O. oryzae, através da engenharia genética, as quais poderdo ser utilizadas na
implementa¢do do Manejo Integrado de Pragas da cultura do arroz irrigado.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho de pesquisa inferem o potencial das proteinas Cryl no
controle de Oryzophagus oryzae. Os dados indicam o elevado potencial dos genes crylAa e crylAb na
obtencao de plantas de arroz-Bf resistentes as larvas de O. oryzae.
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