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Resumo — O objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar estirpes nativas de Bacillus thuringiensis
toxicas a Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Cento e seis estirpes pertencentes ao Banco
de Bactérias de Invertebrados, da Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia, foram testadas quanto a
toxicidade a D. saccharalis, ¢, as mais toxicas, caracterizadas por métodos bioquimicos e moleculares. Das 106
estirpes testadas, 16 causaram 100% de mortalidade em 24 horas. As trés estirpes mais toxicas apresentaram
concentragdo letal média entre 8 e 43 ng cm™. O perfil proteico das 16 estirpes mostrou a presenga de proteinas
de 130 e 65 kDa, e a caracterizagdo molecular mostrou a presenca dos genes tipo cryl e cry2: crylAa, crylAb,
crylAc e cry2Aa. A concentragdo letal média de esporos e cristais obtidos a partir de estirpes recombinantes,
que expressavam individualmente os genes crylAda, crylAb, crylAc e cry2Aa, variou entre 222 ¢ 610 ng cm?,
valores muito superiores aos das estirpes nativas mais toxicas, que apresentavam possibilidade de expressao
simultanea desses genes. Este resultado € indicativo de que ha sinergia entre as toxinas. Ha interagdo entre as
toxinas de B. thuringiensis e seus receptores na broca-do-colmo da cana-de-agucar.

Termos para indexagdo: Diatraea saccharalis, controle biologico, ensaio de ligag@o, proteinas Cry.

Selection and characterization of Bacillus thuringiensis efficient strains
against Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

Abstract — The objective of this work was to select and characterize native strains of Bacillus thuringiensis
toxic to Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). A hundred-and-six strains, belonging to the bank of
invertebrate bacteria (Brazil), of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, were tested as to their toxicity
to D. saccharalis, and the most toxic ones were characterized by biochemical and molecular methods. Out of
the 106 tested strains, 16 caused 100% mortality within 24 hours. The three most toxic strains showed median
lethal concentrations between 8 and 43 ng cm™?. The protein profile of the 16 strains showed the presence
of 130 and 65 kDa proteins, and the molecular characterization showed the presence of cry/and cry2 type
genes: crylAa, crylAb, crylAc, and cry2Aa. The median lethal concentration of spores and crystals obtained
from recombinant strains, which individually expressed the genes crylAa, crylAb, crylAc, and cry2A4a, varied
between 222 and 610 ng cm™, values much higher than the ones of the most toxic native strains, which have the
possibility of simultaneously expressing these genes. This result indicates a synergy between the toxins. There
are interactions between B. thuringiensis toxins and their receptors in the sugarcane borer.

Index terms: Diatraea saccharalis, biologic control, binding assays, Cry proteins.

Introduciao

Entre as espécies que atacam a cana, Diatraea
saccharalis (Fabr. 1794) (Lepidoptera: Crambidae),
conhecida como broca-da-cana, ¢ a que causa mais
prejuizos a cultura. Seu habito alimentar, que se
caracteriza pela penetragdo da lagarta nos colmos da

planta, limita seu controle por métodos convencionais
(Gitahy et al., 2007). O controle desta praga, no
entanto, tem sido realizado com agrotoxicos, apesar
dos potenciais riscos desses produtos ao homem e ao
ambiente. Assim, agentes de controle bioldgico sdo uma
alternativa ecologica e economicamente viavel (Praca
et al., 2004), e o uso de Bacillus thuringiensis ¢ uma
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estratégia promissora no controle de D. saccharalis,
conforme relatado por Praga et al. (2004) e Gitahy
et al.(2007).

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria do solo,
Gram-positiva, aerobia, da familia Bacillaceae, que
produz inclusdes proteicas cristalinas e esporos. Essas
inclusdes sdo compostas por proteinas conhecidas
como d-endotoxinas ou proteinas Cry, muito toxicas a
uma ampla variedade de insetos-praga de importancia
econdmica e também a outros invertebrados (Monnerat
& Bravo, 2000). Varias estirpes de B. thuringiensis,
especificas para os insetos das ordens Lepidoptera,
Coleoptera e Diptera, tém sido isoladas (Praga et al.,
2004).

O mecanismo de acdo desta bactéria envolve varios
passos, como solubilizagdo do cristal, processamento
das toxinas, interagdes especificas com receptores,
unido ao receptor ¢ inser¢cdo de uma parte da toxina
na membrana apical das células intestinais dos insetos.
Os receptores responsaveis pela ligagdo da toxina a
membrana tem sido estudados em lepidopteros, para
determinar especifidade, toxicidade ¢ mecanismo de
acdo das toxinas Cry (Bravo et al., 2004). A unido
aos sitios receptores tem motivado diversos grupos de
pesquisa a se dedicarem ao melhor entendimento desse
processo (Monnerat & Bravo, 2000), pois ele € uma
etapa determinante da especificidade das toxinas Cry.

A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode
sintetizar mais de um tipo de cristal. Estes podem ser
formados por diferentes proteinas Cry, e pode haver
casos em que até cinco toxinas sdo sintetizadas por uma
mesma estirpe. A busca por estirpes de B. thuringiensis
eficazes contra a broca-da-cana ¢ de grande importancia
para o manejo desta praga, mas estudos sobre este
assunto ainda s@o limitados.

O objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar
estirpes nativas de Bacillus thuringiensis toxicas a
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

Material e Métodos

Foram realizadas triagens de 106 estirpes de
B. thuringiensis, pertencentes ao Banco de Bactérias
de Invertebrados, da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, para selecionar aquelas que possuem
potencial para o controle da broca-do-colmo
da cana-de-agucar. Destas, seis eram estirpes
recombinantes de B. thuringiensis que produzem
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toxinas individuais CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylB,
Cryll e Cry2Aa. As estirpes foram cultivadas em meio
de cultura Embrapa, conforme Monnerat et al. (2007),
em incubador rotativo, Modelo 3595, a 200 rpm
(Labline Instruments, Melrose Park, IL, EUA), a 28°C
durante 72 horas, até sua completa esporulacgao.

As culturas bacterianas que causaram mortalidade
de 100% foram diluidas 50 vezes e novamente testadas.
As que mantiveram a taxa de mortalidade de lagartas
acima de 75% foram submetidas a novos ensaios, para
determinagdo da concentracdo letal necessaria para
matar 50% da populacao testada (CLs).

Os ensaios foram realizados em copos de plastico de
50 mL, cobertos com tampas de acrilico, que continham
10 mL de dieta artificial com agucar (54 g), farelo
de soja (42 g), gérmen de trigo (32 g), agar (18,8 g),
agua (1.000 mL), acido ascorbico (2 g), acido sorbico
(1,2 g), nipagin (1,8 g) e solugdo vitaminica (12 g),
conforme descrito por King & Hartley (1985). A dieta
foi autoclavada e vertida no fundo dos copos, que foram
mantidos sob luz UV por 20 min. A cultura bacteriana
(150 pL) foi depositada na superficie da dieta. Para
cada estirpe, foram feitas trés repeticdes € um controle
negativo, livre do patdgeno. Apos a secagem da cultura
bacteriana adicionada a dieta, dez lagartas de segundo
instar de D. saccharalis foram colocadas em cada copo.
O bioensaio foi mantido em sala climatizada a 28+2°C,
com umidade a 70% e fotoperiodo de 14 horas de luz e
10 horas de escuro.

A primeira avaliacdo de mortalidade foi feita 48
horas apds o inicio do ensaio, ocasido em que as
lagartas foram transferidas para copos de plastico de
50 mL com dieta livre do patdégeno. No sétimo dia, foi
feita a segunda e ultima avaliagdo (Praga et al., 2004).
Conforme mencionado, as estirpes que mataram 100%
de lagartas foram diluidas 50 vezes e novamente
testadas. As que mantiveram a taxa de mortalidade
de lagartas acima de 75% foram utilizadas para a
continua¢ao do ensaio. No calculo da CLs,, foram feitas
diluigdes seriadas da cultura bacteriana liofilizada, e o
bioensaio foi preparado nas condigdes anteriormente
descritas. Foram testadas dez dilui¢gdes de cada estirpe.
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Btk) foi
utilizado como padrdo e controle positivo. Os dados
de mortalidade obtidos ap6s sete dias foram analisados
mediante analise Probit (Finney, 1971), e a CLs, foi
determinada.
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Os perfis proteicos das estirpes toxicas foram
avaliados de acordo com o protocolo de extracao de
proteinas, descrito por Lecadet et al. (1992), com
modificacdes. As preparagdes de esporos-cristais
foram ressuspendidas em tampao de amostra de
proteina, fervidas a 100°C por 5 min e analisadas por
SDS-PAGE a 10% (Laemmli, 1970). Foi utilizado o
marcador de massa molecular Rainbow, da GE. Para
comparacao, a estirpe S1450 de B. thuringiensis subsp.
kurstaki foi usada como padrdo, por se tratar da estirpe
referéncia para lepidopteros.

A extracdo do DNA total das estirpes selecionadas
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Bravo et al. (1998). Foram utilizados oligonucleotideos
para a identificagdo dos seguintes genes: cryl, cry2,
cry3, cryvd, crys, cry7, cry8, cry9, cryl0, cryll, cryl?2,
cryl3, cryld, cryl7, cryl9, cry2l, cry24, cryl5,
cry27, cry29, cry30, cry32, cry39, cry40, cytl e cyt2 e
especificos na identificacao de cryl, cry2, cryv4, cry7,
cry9 e cryl3 (Ceron et al., 1994, 1995; Bravo et al.,
1998; Ibarra et al., 2003). Diferentes oligonucleotideos
foram utilizados nas reagdes em cadeia das polimerases
(PCR). Transferiram-se 5 pL do sobrenadante da
cultura para um novo tubo de polipropileno de 0,2 mL,
que continha 0,5 pumol L' de cada oligonucleotideo,
0,2 umol L' de ANTP mix, tampao de Taq 1X e 2,5 U
de Tag DNA polimerase (5,0 U), o que totalizou 30 pL
de volume final. As condi¢des de amplificacdo foram
baseadas nas descrigoes de Ceron et al. (1994, 1995),
Bravo et al. (1998) e Ibarra et al. (2003).

Para a analise da reacdo da PCR, uma aliquota de
25 pL de cada produto de PCR foi misturada com 5 pLL
tampao de amostra e aplicada em gel de agarose a 1,5%.
A corrida eletroforética foi realizada em tampao TBE
1X [Tris-base (0,89 mol L"), acido borico (0,88 mol L),
EDTA 0,5 mol L (pH 8,0)]. Apo6s a eletroforese, o gel
foi corado com brometo de etidio, diluido em agua, a
concentragdo de 1 ug mL"!, por 20 min, e descorado
em agua destilada por 15 min. O gel foi visualizado
em transluminador sob luz UV e fotografado em
fotodocumentador Stratagene, Eagle Eye, (PennState
Science, University Park, PA, EUA).

As estirpes recombinantes S2211 (CrylAa),
S2210 (CrylAb), S2212 (Cry2Aa) e S2209 (CrylAc)
foram mantidas a 28°C e 200 rpm, durante 72 horas,
em meio de esporulagdo (8 g L' de caldo nutriente;
0,25 g L' de MgS0O,.7H,0; 1 g L' de KCl; 0,002 g L!
de MnCl,.4H,0; 0,0732 g L' de Fey(SO,).7H,0;

0,0056% de H,SO,; 0,098 g L' de CaCl,) (Lereclus
et al., 1995). Na purificagdo dos cristais, foi utilizado
o protocolo de Thomas & Ellar (1983). As proteinas
foram quantificadas com protein assay (Bio Rad), pelo
método de Bradford (Bradford, 1976).

Utilizou-se tripsina, para simulacgdo e observagdo da
acdo das enzimas envolvidas no processo de ativagao.
As proteinas foram incubadas com a enzima durante
duas horas a 37°C, com leve agitacdo para ativagao das
toxinas. A concentracao datripsinavarioudeacordo com
aconcentragao das proteinas, a 10:1 de proteina:enzima.
Para inativacdo da enzima, adicionou-se PMSF a
I mmol L' e, em seguida, foi feita uma centrifugacédo a
11.180 g por 10 min, e o sobrenadante foi recuperado.
A observagdo da integridade das proteinas e a
determinacdo de sua massa molecular foi realizada em
gel de poliacrilamida, a 12%.

As proteinas ativas CrylAa, CrylAb, CrylAc e
Cry2Aa foram biotiniladas com auxilio do kit ECL
Protein Biotinylation System (Amersham), de acordo
com as recomendagoes do fabricante. Em seguida, elas
foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante
de poliacrilamida a 12%. Uma vez detectada a
atividade toxica de CrylAa, CrylAb, CrylAc e
Cry2Aa, analisaram-se estas proteinas quanto a
capacidade de ligagao ao intestino médio das lagartas
da broca-da-cana. A partir dos intestinos médios de
D. saccharalis de quarto instar, foram retiradas as
vesiculas da “borda em escova” da membrana apical das
células do intestino (“brush border mambrane vesicles”
—BBMYV), com auxilio de pinga. Essas vesiculas foram
lavadas e conservadas em solugao-tampao (manitol 200
mmol L', DDT 1 mmol L' ¢ HEPES-Tris 1 mmol L,
pH 7.4) a -80°C (Wolfesberger et al., 1987).

O ensaio de ligagdo foi realizado conforme Aranda
et al. (1996), para observar a ligagdo das proteinas
testadas as BBMVs extraidas do intestino médio.

Resultados e Discussao

Dezesseis estirpes nativas, das 106 testadas,
causaram 100% de mortalidade, e quatro das estirpes
recombinantes de B. thuringiensis, que expressavam
individualmente as toxinas CrylAa, CrylAb,
CrylAc e Cry2Aa, também apresentaram toxicidade
a D. saccharalis. As estirpes toxicas pertenciam aos
sorotipos kurstaki (S1258, S1264, S2193 e S2195),
tolworthi (S1303 e S1304), aizawai (S1295), galleriae
(S1298) e morrissoni (S1301). Resultados da atividade

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.47, n.12, p.1759-1765, dez. 2012



1762 C.L. de Macedo et al.

toxica de estirpes de B. thuringiensis, pertencentes aos
sorotipos kurstaki e tolworthi, contra D. saccharalis ja
haviam sido relatados por Gitahy et al. (2007). Dados
semelhantes foram obtidos por Rosas-Garcia (2006),
com isolado de sorotipo kurstaki, que demonstrou
atividade toxica contra a broca-da-cana no México.
No presente trabalho, as estirpes pertencentes a esses
sorotipos também foram toxicas; além disso, foram
detectadas estirpes pertencentes aos sorotipos aizawai,
galleriae e morrissoni. As subespécies aizawai,
kurstaki e galleriae normalmente apresentam as
toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa e Cry2Ab,
descritas como toxicas a insetos da ordem Lepidoptera
(Monnerat et al., 1999).

Asestirpes que causaram mais de 75% de mortalidade
apos diluicdo por 50 vezes foram: S602, S1264 ¢
S1301. Entre elas, a mais toxica a D. saccharalis foi
a S602 (CLs, de 8,96 ng cm™), seguida do padrdo Btk
(12,46 ng cm?) e da estirpe S1264 (20,43 ng cm™?) com
valores de CLs, estatisticamente semelhantes, porém
diferentes da estirpe S1301 (43,28 ng cm™?) (Tabela 1).

Por meio de andlise do perfil proteico, foi possivel
observar que as preparagdes das estirpes selecionadas
eram compostas de dois polipeptideos principais, de
aproximadamente 130 e 65 kDa, que correspondem ao
perfil do padrdo Btk (Figura 1) (Hofte et al., 1988).
O perfil de 130 kDa esta relacionado ao padrdo
caracteristico das proteinas Cry, eficientes contra
coleopteros e lepidopteros, e o perfil de 65 kDa ¢
caracteristico das proteinas do grupo Cry2, ativa contra
lepidopteros e dipteros (Bravo et al., 2004).

O perfil génico variou entre as estirpes.
Os amplicons produzidos com maior frequéncia
foram os correspondentes aos genes crylAb e cry2Ab
(13 estirpes), crylAa e cry2A4a (9 estirpes), crylAd e
crylE (6 estirpes) e crylAc (5 estirpes). Trés estirpes
expressaram amplicons correspondentes aos genes
crylF e crylG, enquanto amplicons para os genes

Tabela 1. Concentragao letal para 50% da populagdo testada
(CLsp) das estirpes de Bacillus thuringiensis, no controle de
lagartas de segundo instar de Diatraea saccharalis™V.

Estirpe CLsp(ng cm?)
S602 8,96 (5,46-14,61)a
S1264 20,43 (14,53-38,71)ab
S1301 43,28 (19,30-72,73)b
S1450(Btk) 12,46 (2,34-20,46)ab

(DMédias seguidas por letras iguais néo diferem entre si, pela analise Probit,
a 5% de probabilidade.
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crylB, crylC e crylD foram detectados apenas uma
vez (Tabela 2). A variabilidade de genes detectados nas
estirpes expande o espectro de hospedeiros da bactéria
(Agaisse & Lereclus, 1995). Os outros iniciadores
utilizados ndo produziram fragmentos de tamanho
esperado, o que indica que as estirpes ndo possuem o0s
genes cry3, cry4, cry3, cry7, cry8, cry9, cryl0, cryll,
cryl2, cryl3, cryl4, cryl7, cryl9, cry2l, cry24, cry25,
cry27, cry29, cry30, cry32, cry39, cry40, cytl e cyt2.
As estirpes S602 e S1258 apresentaram perfil génico
e proteico semelhantes entre si, ou seja, proteina de
130 kDa, correspondente aos genes crylda, crylAb
e crylAc, e proteina de 65 kDa, correspondente aos
genes cry2da e cry2Ab. A estirpe S1264 apresentou
0s mesmos genes, exceto o gene cry24b, mas ndo
apresentou no perfil proteico a proteina de 65 kDa
(Figura 1). E possivel que esta proteina Cry2Aa

Figura 1. SDS-PAGE (12%) do complexo esporo-cristal das
estirpes de Bacillus thuringiensis S602, S1264 ¢ S1301. 1,
marcador de massa molecular Rainbow (GE); 2, S602; 3:
S1264 e 4: S1301.
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nao seja expressa, ou que seja expressa em baixas
quantidades, indetectaveis nas preparagoes. Todas as
outras combinagdes génicas foram diferentes entre si.

Com os ensaios realizados com as proteinas Cry
individuais, observou-se que a CLs, das proteinas
CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa variou entre 222 e
610 ng cm? (Tabela 3). Ainda que as toxinas Cryl Ab
e Cry2Aa tenham apresentado resultados de CLs, mais
baixos (222 e 278 ng cm?, respectivamente) todas
as proteinas apresentaram resultados de toxicidade
semelhantes.

As estirpes toxicas selecionadas mno presente
trabalho e a estirpe padrio Btk apresentaram CLs,
de 8 a 43 ng cm? (Tabela 1), bastante inferior e
significativamente diferente ao das toxinas puras, o que
indica haver sinergia entre as toxinas. Outros autores
relataram que a toxicidade das proteinas Cry pode estar
relacionada a acdo sinergistica existente em algumas
estirpes, ou seja, que ela € potencializada quando duas
ou mais proteinas Cry agem em conjunto. Isso torna
necessaria a realizagdo e a analise de ensaios com
proteinas individuais e em conjunto, para confirmar
a toxina responsavel pela mortalidade (Praga et al.,
2004).

As toxinas utilizadas neste trabalho foram descritas
como toxicas a varios insetos da ordem Lepidoptera:
Cryl Aa para Manduca sexta, Bombyx mori, Heliothis

Tabela 2. Perfis proteicos (kDa) e conteudo génico, presentes
em estirpes de Bacillus thuringiensis toxicas a lagartas de
segundo estagio de Diatraea saccharalis.

Estirpe Contetdo génico Perfil

proteico
S602 crylAa, crylAb, crylAc, cry24a, cry2Ab 130-65
S1258 crylda, crylAb, crylAc, cry24a, cry2Ab 130-65
S1264 crylAa, crylAb, crylAc, cry24a 130
S1287 crylAb, crylAd, crylF, crylG 130
S1289 crylAb, crylAd, cry24b 130-65
S1295 crylda, crylAb, crylAd, crylC, crylE, cry24b 65
S1298 crvlF, crylG, cry2Ab 130-65
S1301 crylAb, crylF, crylAc, crylD, crylG, cry2Aa, cry2Ab 130
S1303 crylAb, crylE, cry2Aa 130-65
S1304 crylAb, crylE, cry2Aa, cry2Ab 130-65
S1307 crylAa, crylAb, crylB, crylE, cry2Aa, cry2Ab 130-65
S1664 crylAa, cry24b 130
S1979 crylda, crylAb, crylAc, crylAd, cry2Aa, cry2Ab 130-65
S2021 crylAa, crylAd, cry24b 130
S2193 crylda, crylAb, crylE, crylF, cry24b 130
S2195 crylAb, crylAd, crylE, cry2Aa, cry2Ab 130-65
S14500 crylda, crylAb, crylAc, cry2Aa, crylB 130-65
(MEstirpe padrdo btk.

virescens, Spodoptera exigua, Ostrinia nubilalis e
Thaumetopoea pityocampa (Van Frankenhuyzen,
2009); CrylAb para T. pityocampa, Earias insulana e
Chilo suppressalis (Sharma et al., 2011); Cryl Ac para
Tecia solanivora, Lymantria dispar € B. mori, (Pigott
& Ellar, 2007); e Cry2Aa para Plutella xylostella ¢
H. virescens (Monnerat et al., 1999).

As BBMV de D. saccharalis apresentaram
ligagdes, quando submetidas a marcagdo das proteinas
biotiniladas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa
(Figura 2). A presenca do sinal significa que ocorreu
a ligagdo entre as proteinas Cry e os receptores
presentes a superficie do intestino médio das lagartas
da D. saccharalis. Todas as proteinas soluveis ligaram-
se aos possiveis receptores presentes no intestino
médio das lagartas. Este tipo de interacdo depende da
conformagdo em que as duas estruturas se encontram.
Segundo Lopez-Pazos et al. (2010) as toxinas
Cryl e Cry2 se ligam a receptores especificos nas
microvilosidades de células epiteliais do inseto-alvo.

Nas ligacdes obtidas com as proteinas e os
receptores intestinais, ficaram evidentes as variagdes
da intensidade de marcagdo. Diferentes toxinas Cry
podem compartilhar o mesmo receptor ou podem
ligar-se a diferentes receptores presentes na membrana
intestinal do inseto. Aminopeptidases e caderinas
foram relatadas como possiveis receptores das toxinas
Cry em lepidopteros (Hernandez et al., 2004).

A variagdo da suscetibilidade as toxinas de Bt
foi descrita em populagdes de Plutella xylostella
(Gonzalez-Cabrera et al., 2003). Além disso, proteinas
entre 65 e 71 kD, como Cry2Aa e Cry2Ac, apresentam
toxicidade a lepidopteros e dipteros, enquanto Cry2Ab
tem atividade somente contra lepidopteros (Bravo
et al.,, 2004). As proteinas Cry2Aa ndo possuem 0s
mesmos receptores das proteinas CrylAa para alguns
lepidopteros (Karim & Dean, 2000).

Tabela 3. Concentragdo letal das toxinas Cry de Bacillus
thuringiensis necessaria para matar 50% da populagdo
testada (CLs), avaliadas individualmente, contra lagartas de
segundo instar de Diatraea saccharalis™®.

Toxina pura
CrylAa (S2211)

CLsp(ng cm?)
610,75 (364,76-1.037,10)a

CrylAb (S2010) 222,5 (50,58-681,10)a
CrylAc (S2009) 327,56 (186,90-615,83)a
Cry2Aa (82212) 278,28 (136,32-533,25)a

(DMédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, pela analise
Probit.
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CrylAa

+ +

CrylAc Cry2Aa

+ +

Figura 2. Proteinas ativadas e biotiniladas Cryl Aa, Cryl Ab,
CrylAc e Cry2Aa, ligadas aos receptores intestinais de
Diatraea saccharalis. Os sinais positivos (+) indicam a
ligagdo das proteinas aos receptores.

Conclusoes

1. Ha interagdo entre as toxinas de B. thuringiensis e
seus receptores na broca-do-colmo da cana-de-agucar.

2. As estirpes de Bacillus thuringiensis S602, S1264
e S1301 s@o eficientes contra lagartas de Diatraea
saccharalis.

3. As proteinas testadas CrylAa, CrylAb, CrylAc
e Cry2Aa se ligam aos receptores de membrana do
intestino médio das lagartas de D. saccharalis, o
que mostra a acdo toxica destas proteinas contra este
inseto.
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