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Bacillus thuringiensis: DIVERSIDADE GENICA, ESTRUTURA GENETICA DE
POPULACOES E EFICIENCIA NO CONTROLE DE Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO - O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética de Bactérias
e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) da FCAV-UNESP. Foram caracterizados
geneticamente, por PCR, isolados de Bacillus thuringiensis, provenientes de trés
colecdes brasileiras, quanto aos tipos de genes cryl, avaliando-se o efeito dos mesmos
sobre uma populacéo de Plutella xylostella caracterizando-se também os isolados de B.
thuringiensis quanto a presenca de enterotoxinas HBL, NHE e o regulador pleitropico
PLC, por verificagcdo biomolecular, avaliando a variabilidade, bem como a estruturagcéo
genética de populacbes de B. thuringiensis, por PCR-RFLP. Verificou-se que existe
uma distribuicdo homogénea das subclasses cryl dentro do banco de isolados de B.
thuringiensis, com maior porcentagem de isolados portadores dos genes crylAb
(42,12%) e com menor porcentagem de representantes da subclasse crylDb (0,6%).
Nos bioensaios observou-se 100% de mortalidade para lagartas de P. xylostella com os
isolados utilizados, indicando que combinacfes de tipos diferentes de genes cryl
apresentam acdo toxica para larvas de P. xylostella. Analisando a estrutura
populacional de B. thuringiensis foram obtidos 78 haplétipos, definidos para as
populacdes das diferentes colecdes, e 76 haplétipos, definidos para as populagbes de
diferentes regides brasileiras, retratando a variabilidade genética para os loci hblA,
plcR, nheBC e cryl analisados. Segundo valores FSTs, de comparagédo duas a duas,
diferencas significativas entre colecdes e populacdes de B. thuringiensis provenientes
das regides brasileiras foram verificadas. Mesmo assim, alguns grupos formados séo

constituidos por uma populacéo clonal de isolados da bactéria.

Palavras-Chave: variabilidade genética, cryl, controle biolégico, enterotoxinas,

estrutura populacional, controle microbiano, entomopatégenos



Bacillus thuringiensis: GENE DIVERSITY, POPULATIONS’ GENETIC STRUCTURE
AND CONTROL EFFICIENCYTO Plutella xylostella (L.,1758) (Lepidoptera:
Plutellidae)

SUMMARY - The work was developed in the Laboratory of Bacterias’ Genetics and
Applied Biotechnology (LGBBA) at UNESP/ Jaboticabal Campus. There were
genetically characterized, by PCR, isolates of B. thuringiensis, belonging to three
Brazilian collections basead on cryl gene content, evaluating their effects on Plutella
xylostella. They were also characterized concerning their enterotoxins production such
as HBL, NHE and the PLC virulence factor, using molecular techniques, so as to
evaluate their gene diversities, as well as their population genetic, using the PCR-RFLP
approach. It was observed a homogeneous distribution of the cryl subclasses within B.
thuringiensis strain collections studied, with bigger percentage of isolates showing the
crylAb genes (42.12%) and with lower percentage of isolates for subclass crylDb
(0.6%). The bioassays have revealed 100% mortality to P. xylostella larvae meaning
that the effectiveness of B. thuringiensis as a biological control agent does not depend
at the cry genes content. When the B. thuringiensis population structure was
considered, 78 haplotypes were defined for the strains contents of different collections
and 76 haplotypes were defined for strains of different Brazilian regions, exhibiting the
great genetic variability for hblA, plcR, nheBC and cryl loci. According to the FSTs
values for establish pair comparisons, significant differences among the B. thuringiensis
collections and populations, were observed. Nevertheless some of the formed groups

were considered as bacterial clonal population.

Keywords: genetic variability, cryl, biological control, enterotoxins, population structure,

microbial control, entomopathogen



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

A bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis é amplamente utilizada como
alternativa no controle biolégico de diversas pragas agricolas. Produtos a base desta
bactéria tém sido utilizados ha mais de 50 anos e proporcionam iniUmeras vantagens,
tais como especificidade ao inseto-alvo, efeito ndo poluente ao ambiente, inocuidade a
mamiferos e vertebrados e por ndao serem fitopatogénicas (MONNERAT & BRAVO,
2000; CARDENAS et al., 2001).

Os trabalhos para o desenvolvimento de novos bioinseticidas a base de B.
thuringiensis sdo muito importantes, pois as diferentes formulagbes e a descoberta de
estirpes com diferentes toxinas podem promover maior atividade toxica e um melhor
resultado do produto em diferentes condigcbes ambientais (MEDEIROS et al., 2006).

O crescente uso da proteina cristal e a ndo toxicidade causada a mamiferos tem
intensificado pesquisas de novas linhagens com diferentes espectros de atividade. Em
adicdo, o interesse de se encontrar novas linhagens tem sido grande devido a um
aumento no manejo preventivo de resisténcia de insetos a B. thuringiensis pelo uso de
proteinas inseticidas (CAROZZI et al., 1991).

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem sédo determinadas pelos
tipos de genes cry funcionais que o B. thuringiensis possui. Estes genes codificam para
as proteinas Cry, que sado sintetizadas na forma de protoxinas. A toxicidade das
mesmas esta associada ao componente N-terminal, enquanto o componente C-terminal
determina a formacao da estrutura do cristal (LI et al., 1991). Ao serem ingeridas por um
inseto suscetivel, as protoxinas sdo solubilizadas no ambiente alcalino do intestino do
inseto, e convertidas em d-endotoxinas. As toxinas hidrolisadas cruzam a membrana
peritrofica, ligam-se a receptores especificos nas células colunares do intestino médio,
formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana, interferindo no
gradiente ibnico e balanco osmoético da membrana apical. O aumento na absorcao de

agua causa lise celular e eventual ruptura e desintegracdo das células do intestino



médio. O inseto também pode morrer por inanicdo, uma vez que, pouco tempo apos a
infeccdo ele para de se alimentar (HOFTE & WHITELEY, 1989; KNOWLES, 1994;
COPPING & MENN, 2000).

Varios genes que codificam para a proteina cristal fazem parte de uma estrutura
complexa, a qual inclui varios elementos genéticos mdveis, como transposons e IS
(Insertion Sequences). Acredita-se que esta caracteristica, associada ao processo de
conjugacdo, seja responsavel pela multiplicidade dos genes cry (KRONSTAD &
WHITELEY, 1984; LERECLUS et al., 1984)

Dentre as diversas linhagens de B. thuringiensis, algumas apresentam um Unico
gene codificador da &-endotoxinas, como a linhagem kurstaki HD73, que contém
somente o gene crylAc localizado em um unico plasmidio de 50 MDa (LERECLUS et
al., 1993). No entanto, as linhagens podem apresentar genes cry diferentes. Este é o
caso da linhagem aizawai 7.29, que contém cinco genes, estando quatro deles
localizados no cromossomo ou megaplasmidio, e um quinto em um plasmidio de 45
MDa (SANCHIS et al.,, 1988). Por outro lado, na variedade israelensis, foram
encontrados cinco genes, sendo quatro codificadores de d-endotoxina e um gene que
codifica uma citolisina, todos localizados em um Unico plasmidio de 72 MDa
(BOURGOUIN et al., 1988).

Estudos que verificam a abundancia, a distribuicdo e a diversidade de isolados
de B. thuringiensis sdo importantes ndo somente para a busca de novas alternativas de
controle de insetos, mas também para responder questbes ligadas a evolucao (e
conseqientemente a classificacdo) e as relacdes ecolbgicas da espécie. Desta forma, a
variabilidade genética entre diferentes isolados de B. thuringiensis vem sendo
estudada, principalmente através da utilizacdo de técnicas que tem como base a PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), como a técnica de RFLP (Polimorfismo do
Comprimento do Fragmento de Restri¢cdo), onde o produto de amplificacdo é clivado e o
padrdo de bandas obtidas em géis determina o tipo de genes cry presentes na
linhagem ou identifica a ocorréncia de novos tipos de genes (KUO & CHAK, 1996).

As diversas linhagens de B. thuringiensis produzem, em adicdo as d-endotoxinas,

uma seérie de outras toxinas que podem ou néo participar da acdo entomopatogénica.



Destas, a principal é a proteina Cyt, de peso molecular 28kDa. Esta toxina € uma
citolisina de acado inespecifica, produzida principalmente pela variedade israelensis,
sendo acumulada no cristal juntamente com as é-endotoxinas tipicas desta variedade.
Por ndo apresentar homologia com as demais proteinas Cry, as toxinas Cyt ndo séo
classificadas como 3-endotoxinas (LERECLUS et al., 1993).

Uma multiplicidade de fatores de viruléncia extracelular é produzida no final da
fase vegetativa, com o objetivo de promover a répida adaptacdo da bactéria ao
ambiente. Estes fatores, produzidos por B. thuringiensis e Bacillus cereus, incluem
enzimas degradativas, proteinas de superficie e substancias citotoxicas. A proteina Vip,
por exemplo, foi descrita primeiro em B. cereus e possui forte atividade inseticida. Ela é
também produzida por muitas linhagens de B. thuringiensis, ndo fazendo parte do
cristal protéico, possuindo 80-100 kDa e apresentando espectro de hospedeiros
restritos aos insetos sensiveis as proteinas Cry. Apesar de ndo possuirem estruturas
semelhantes, determinam formas de intoxicacdo similar: paralisia intestinal e lise das
células do epitélio do intestino (LERECLUS et al., 2000).

O papel dos fatores de viruléncia é objeto de intensos estudos que tém permitido
a formulacdo de hipéteses como a de LERECLUS et al. (2000), sugerindo que durante
a fase de esporulacdo, a regulacdo dos genes cry objetiva a producdo massiva de
proteinas Cry suficiente para matar a larva de um inseto alvo. Isto permitiria a
germinacgdo dos esporos e a multiplicacdo das células bacterianas em seu intestino. A
producao de fatores extracelulares, em resposta a exaustao de nutrientes, capacita a
bactéria a danificar e invadir tecidos do hospedeiro, ganhando acesso a fontes
alternativas de nutrientes, dando condicbes favoraveis para um novo ciclo de
multiplicacdo ou crescimento exponencial.

Além da acdo entomopatogénica, B. thuringiensis foi descrito em casos de
doencas gastrointestinais (JACKSON et al., 1995; NOGUCHI, 1993) e, em algumas
linhagens desta bactéria foi detectada a presenca de genes sabidamente envolvidos na
patogénese de B. cereus (FREDERIKSEN et al., 2006; HANSEN & HENDRIKSEN,
2001; HSIEH et al., 1999; PRUSS et al., 1999; MANTYNEN & LINDSTROM, 1998),

bactéria que causa sérios problemas a indastria de produtos alimenticios,



especialmente a de produtos lacteos. A presenca desta bactéria pode causar alteracdes
na textura e/ou, no odor do alimento pela multiplicacdo de células vegetativas ou pela
producéo de toxinas. O resultado final deste processo é a contaminacgéo alimentar, que
pode provocar vomitos ou diarréias no organismo humano. Estes sintomas podem ser
iniciados poucas horas apds a ingestdo do alimento, dependendo do tipo de toxina
ingerida, se eméticas (produzidas pela multiplicacdo das células no alimento) ou
diarréicas (produzidas durante a multiplicacdo das células de B. cereus no intestino
delgado) (GRANUM & LUND, 1997).

As linhagens de B. cereus secretam uma bateria de enzimas extracelulares e
toxinas que sdo, supostamente, importantes fatores para a sua patogenicidade. O B.
cereus pode expressar pelo menos duas enterotoxinas distintas de mudltiplos-
componentes. A enterotoxina hemolitica denominada HBL é o produto de um operon,
gue inclui os genes hblA, hbID, e hblC, que codificam o componente de ligacao (B) e os
componentes liticos, L1 e L2, respectivamente (HSIEH et al., 1999). Adicionalmente, um
operon da enterotoxina ndo-hemolitica, NHE, de B. cereus, também foi caracterizado e
€ composto por trés diferentes proteinas NheA, NheB e NheC, codificao pelos genes
nheA, nheB e nheC (GRANUM et al., 1999).

As enterotoxinas HBL e NHE s&o atualmente apontadas como causadoras das
infeccdes diarréicas por contaminacdo alimentar devido a B. cereus. As atividades
hemoliticas, citotéxicas e dermonecroéticas, a permeabilidade vascular e o acimulo de
fluidos nas alcas do ileo de coelhos sdo sintomas associados com enterotoxinas
detectadas em culturas filtradas de linhagens toxigénicas de B. cereus (AGATA et al.,
1995; KOTIRANTA et al., 2000; LUND & GRANUM, 1996).

Outros fatores de viruléncia sao produzidos por linhagens de B. cereus e incluem
trés tipos de fosfolipases C, cada uma com um mecanismo de acéo diferente, o que se
supBe contribuir para lesar o tecido por induzir a degradagédo dos neutrdéfilos (DING et
al., 1995; WAZNY et al.,, 1990). Os genes das fosfolipases C sao regulados pelo
regulador pleiotropico PIcR. Estes genes plcR-regulados estdo envolvidos no controle
da expresséao de fatores extracelulares de viruléncia e na patogenicidade, incluindo as

enterotoxinas, em Bacillus spp. Embora, provavelmente, o gene pIcR esteja presente



em todos os membros do grupo de B. cereus, e o polipeptidio codificado por plcR de B.
cereus é funcionalmente equivalente ao de B. thuringiensis, o polipeptidio codificado
pelo plcR de B. anthracis, por exemplo, € truncado e ndo funciona como um ativador de
transcricdo (AGAISSE et al., 1999). Portanto, estes fatos implicam na taxonomia entre
membros do grupo de B. cereus, nas propriedades de viruléncia destas bactérias e na
seguranca do uso de bioinseticidas a base de B. thuringiensis.

Dada a similaridade taxonémica de linhagens de B. cereus e de B. thuringiensis
e a introducdo de um grande numero de esporos de B. thuringiensis em produtos
alimenticios, através das culturas agricolas tratadas com inseticidas a base desta
bactéria (FREDERIKSEN et al., 2006) este trabalho teve como objetivo caracterizar
isolados de B. thuringiensis quanto a presenca de subclasses de genes cryl; verificar a
efetividade de alguns isolados no controle de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:
Plutellidade), por meio de bioensaio, bem como tragcar um paralelo entre os isolados e a
presenca de enterotoxinas HBL, NHE e o regulador pleitrépico PIcR, por verificacdo
biomolecular, tracando um perfil da variabilidade genética existente nas popula¢des de
B. thuringiensis analisadas.
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CAPITULO 2 - Bacillus thuringiensis: DIVERSIDADE GENICA EM ISOLADOS
LEPIDOPTERA-ESPECIFICOS

INTRODUCAO

O controle de insetos-praga é um aspecto fundamental na producdo agricola,
tanto para grandes como para pequenos produtores (MONNERAT & BRAVO, 1999).
Nos ultimos anos, tem sido alto o investimento na otimizacdo de agentes de controle
biolégico, mas apesar disso, somente alguns bioinseticidas tém sido empregados.
Estatisticas mostram que apenas 1% das pragas agricolas e vetores de doencas sao
controlados por compostos originarios de organismos vivos. Entretanto, a bactéria
Bacillus thuringiensis é responsavel por 90-95% do mercado de bioinseticidas
(VALADARES-INGLIS et al., 1998).

VILAS-BOAS & LEMOS (2004) apresentaram a caracterizacdo do contetido de
genes cry como a principal motivacédo para a realizacdo de amplos programas de busca
de novas linhagens. Cerca de 300 genes cry foram sequenciados e classificados em 50
grupos e diferentes subgrupos. Mesmo considerando-se a variabilidade das proteinas
Cry até agora descritas, € ainda extremamente necessaria a busca por novas toxinas,
visando o controle de um nimero maior de insetos. E também importante encontrar
alternativas para o controle da resisténcia de insetos as toxinas Cry, especialmente com
0 advento das plantas transgénicas.

A busca e a caracterizagdo de novos genes cry podem resultar em novas
alternativas para o controle de espécies de insetos com nenhuma ou pouca
suscetibilidade as proteinas Cry atualmente conhecidas, além de auxiliar no
desenvolvimento de sistemas de manejo que evitem ou minimizem o aparecimento de
resisténcia a B. thuringiensis em populacdes de insetos alvo em campo. Atualmente, os
casos mais graves de resisténcia ocorreram com a lagarta Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae) (TABASHINIK et al., 1990; FERRE et al, 1991 e
TABASHINIK, 1994).
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A caracterizagdo de linhagens mantidas em cole¢bes de B. thuringiensis pode
auxiliar no entendimento do papel destas bactérias no ambiente e na distribuicdo de
genes cry. O trabalho de FEITELSON et al. (1992) propds que espécies de insetos e
linhagens de B. thuringiensis vém coevoluindo. Seguindo a mesma corrente de
pensamento, BRAVO et al. (1998) demonstraram que alguns genes cry foram
distribuidos diferentemente em algumas regides geograficas analisadas.

A variabilidade genética entre diferentes isolados de B. thuringiensis foi estudada
principalmente através da utilizacdo de técnicas que tém como base a PCR. Estas
técnicas apresentam aplicagfes tais como a determinacdo da persisténcia da bactéria
no ambiente (BOURQUE et al., 1993) e a predicao da atividade téxica de uma linhagem
através da determinacdo do conteddo de genes cry, muitas vezes evidenciando a
presenca de genes desconhecidos e direcionando os trabalhos de bioensaio (SAUKA et
al., 2006; IBARRA et al., 2003; BRAVO et al., 1998; CERON et al., 1994; 1995).

Na busca por novos genes cry, varias colecdes de linhagens de B. thuringiensis
foram avaliadas (BERON & SALERNO, 2006; JARA et al., 2006; KIM, 2000; ZHANG et
al., 2000; BRAVO et al., 1998; BEN-DOV et al., 1997), mas poucos sédo os trabalhos
que contemplaram amostras brasileiras (IBARRA et al., 2003; VILAS-BOAS & LEMOS,
2004). Levando-se em consideracdo o fato de que o Brasil € um pais que apresenta
regides com clima tropical e subtropical, contendo uma rica diversidade biolégica, pode-
se presumir que estas condi¢cdes tenham propiciado o estabelecimento de uma alta
diversidade de isolados em solos brasileiros. Dentro deste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo caracterizar geneticamente 1073 isolados de B. thuringiensis, com

énfase principal na analise do conteudo de genes cryl apresentados por estes.
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MATERIAL E METODOS

1. Linhagens bacterianas

Foram analisados 1073 isolados de B. thuringiensis obtidos de vérios locais do
territorio brasileiro, gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Sérgio Batista Alves do
Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Insetos (Depto. de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ/USP) Piracicaba/SP, pelo Dr. Edilson
Paiva (Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo) Sete Lagoas/MG e
pelo Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos (Depto. de Biologia Aplicada a Agropecuéria
da FCAV/UNESP), Jaboticabal. Todos os isolados encontram-se mantidos em culturas
estoques no Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA)
da FCAV/UNESP, Jaboticabal.

Dos 1073 isolados de B. thuringiensis submetidos a analise 11,4% (123) eram da
colecdo de Jaboticabal, 28,9% (310) de Piracicaba e 59,7% (640) de Sete Lagoas,
sendo as amostras coletadas de solo urbano, solos ndo cultivados e cultivados com
cereais, horticolas e frutiferas, silagem, insetos mortos, poeira acumulada em produtos
estocados (cereais como milho, sorgo etc.), entre outros em diferentes estados do
Brasil.

Os isolados das colecdes foram previamente caracterizados em seus locais de
origem como sendo B. thuringiensis, ap6s minuciosa observacdo microscopica para a
constatacdo da presenca de inclusdes cristalinas. Mesmo assim, uma amostragem
realizada nas cole¢des da ESALQ e da EMBRAPA foi submetida novamente a anélise
microscopica antes que as mesmas integrassem o novo banco. Na nova andlise foi
confirmada a presenca de cristais protéicos, sendo portanto, todas as 1073 amostras
devidamente etiquetadas e estocadas no LGBBA (UNESP-Jaboticabal).

Com a confirmacéo especifica dos isolados de B. thuringiensis procedeu-se a
extracdo de DNA total em quantidade e qualidade adequadas para as reacdes de

amplificacao.
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2. Extracao de DNA pelo Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad)

Os isolados de B. thuringiensis foram previamente cultivados em placas
contendo meio NA sdlido, por 12 h a 30°C. Para cada isolado uma colbnia foi
ressuspendida em 1 ml de &gua estéril em tubos de microcentrifuga e levados a
centrifugacao por 1 min. a 15.000 x g a 20°C.

ApOs centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 200 ul da
Matriz InstaGene Matrix (Bio-Rad) e, em seguida, o material foi incubado em banho-
maria a 56°C por 20 min, agitado rigorosamente em vortex por 10 s e incubado em
agua fervente (100°C) por 8 min. A amostra foi novamente agitada em “vértex” por 10 s
e centrifugada a 20°C por 3 min. Finalmente, 200 ul do sobrenadante foram colhidos,
transferidos para um po¢co de uma microplaca de polipropileno contendo 96 pogos
(DNA de um isolado/pogo), a qual foi estocada em freezer - 20°C até o momento do

uso.

3. Construcgéo dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores foram elaborados a partir das regides
conservadas das sequéncias correspondentes a cada uma das 16 subclasses do gene
cryl para a ordem Lepidoptera, obedecendo a lista de nomenclaturas das delta-
endotoxinas de B. thuringiensis que séo atualizadas constantemente e publicadas no
site  http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html. Para o0
alinhamento de todas as sequéncias de cada subclasse utilizou-se o software Clustal W
(THOMPSON et al., 1994) e o software Gene Runner 3.0 (Hastings Software, Inc.) para
a elaboracgéo dos iniciadores. Subclasses cryl, para as quais foram encontradas mais
de uma sequéncia depositada no banco de dados citado, foram elaborados iniciadores
também a partir de regides ndo conservadas (Figura 1). A sintese dos oligonucleotideos
foi realizada pela MWG (The Genomic Company) e pela Bio Synthesis (Oligo Data
Sheet).
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4. Comprovacao da presenca do gene cryl nos isolados

Para a confirmacgéo da presenca de genes cryl nos isolados utilizou-se o par de
iniciadores gerais, denominado Gral-cryl, segundo BRAVO et al. (1998). Ap6s as
amplificacdes, as eletroforeses foram realizadas segundo SAMBROOK & RUSSEL
(2001).

111427641 g IMIL250. LI BACCRYP _p CATTACCGCAAATTCTCAATTTOTATATG TAMMATAGGAMAGTGGATTT 250
oi1143100 1gb INL10SLT. LIBACINSA T
=I.

=
g111427641gbINL1Z50. LIBACCRYP OF! TATATATAAGTATAAARAGTAATAAGACTTTAAAATAAGTTAACGGAATA 300
911143100 1¢h L0901 Y. LIBACTINSA WE e

o
=
gi11427641g 1M1 250, LI BACCRYF 8 CAMCCCTTAATGCATTGGTTAAMCATTCTAMGTCTAAAGCATGGATAAL 350
il 1431001gh INLOPL7. LIBACINGA e i e e e
o
JLIISZTEQIgD INILZSO. LIBACCRYP E TEGGCCAGAAGTAAGTAGATTGCTTAACACCCTGGGTCAAAAATIGATATT 400
1114310019 INI0PLT . LIBACINSA 3 2 <ccccccccccccccccccccca==, AACACCCTGCCTCAAMAATTCATATT 26
———
Ll 1l427641g5 1M1 250, LI BACCRYP TACTAAMATTACTTCCACTTTE TTTTITICATAACATCAGCTCATATEG 450
11143100 1gh INI0PLT. LIBACTINSA TAGCTAAMATTAGTTGCACTTTE TTTTTICATAAGATGAGTCATATG 76
=L
LI IEZT64Igh INLILZS0. LIBACCRYP [=1 TT AMATTIGTAGTAATGAAAMACAGTATTATATCATAATGAATTGGTAT SO0
g1l 14310019 IM1091 7. LIBACINSA g TTTTAAATTCTAGCTAATGAAAMACAGTATTATATCATAATGAATTGGTAT 126
i
1114276 41g INLL 250, LIBACCRYP % AACAATCCCAACATCAAT S50
FLILAIL001ge INIOPLT. LIBACINSA = TAACAATCCCAACATCAAT 176
D rrrrrresssissssssssesssssssssessssassstatssnnsaaes
o

91114276410 INL1250. LIBACCRY P GAATGCATTCCTTATAATTGT TTAAGTAACCCTGAAGCTAGAAGTATTAGG 00
11143100 1gb INL09L 7. LIBACINSA GAATGCATTCCTTATAATTGT TTAMGTAACCCTGAAGTAGAAGTATTAGG 226

@11 1427641 INLL250. LIBACCRYP TCCACAAAGAATAGAAACTGETTA ccru?:cl’;‘:’r’rc-_—rmrfo: 650
gil1431001gh IML09L7. LIBACINSA TCCACAMMGAATAGAAACTGCGCTTACACCCCAATCCATATTTCCTTGTCGE 276

Figura 1. Alinhamento das seqUéncias utilizadas para a selecdo de um par de

iniciador para regides conservadas e nao-conservadas.

5. Identificac&o de subclasses do gene cryl

A identificacdo das subclasses do gene cryl nos isolados de B. thuringiensis
estudados foi realizada para 16 subclasses (Tabela 1). Para tanto, as reacbes de
amplificacdo foram conduzidas, basicamente, nas mesmas condicbes em que se
realizou a verificacdo do gene cryl (BRAVO ET al., 1998), com algumas temperaturas
de pareamento diferenciadas, para alguns iniciadores, conforme apresentados na
Tabela 1.



Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores para 0 gene cryl e suas subclasses analisadas.
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Iniciador Seqiiéncias Produto Temperatura de
q Amplificado (pb) Pareamento (°C)
crylAa 5 TATTTCCTTGTCGCTAACGC 3’ 426
conservada 5" CCAAACACTGAAACATCTCTC 3 50
crylAa 5 TTCGCATCATTTCTCCTTAG 3’ 1035
nao conservada 5 CTGTCCACGATAAATGTTCC 3’ 50
crylAb 5 GAGATGTTTCAGTGTTTGGAC 3’ 799
conservada 5" GTCCCGTCAAGAACAGATAG 3’ 50
crylAb 5" CGGGTAATCGCTCGTCTATC 3° 640
nao conservada 5 CTTACTTCTCGCCCATTATCC 3° 50
crylAc 5 GGTGCTGGATTTGTGTTAGG 3’ 712
conservada 5 TTCTTTCTATGCCCTGAGCC 3 50
crylAd 5" GAGATGTTTCAGTGTTTGGAC 3’ 750
conservada 5'GCTGGCACACTATTATCCTG 3 50
crylAe 5" GCTCTTACAACCGCTATTCC 3’ 838
conservada 5" TATTATCCTGTGGTGGTATTTC 3° 50
crylAf 5" CCTTACAACCGCTATTCCTC 3 729
conservada 5" GTCCCGTCAAGAACAGATAG 3’ 50
crylAg 5" GAACAGTGCCCTTACAACCG 3 558
conservada 5 GTGGTTATTTGATGCCCTGAC 3° 50
crylBb 5'CTTGTGTGTAGCCGAGGTG 3’ 484
conservada 5 TGCGTCTCTCAATAATAATAGG 3’ 50
crylBc 5 TATTGGGCGTATTAGGTGTG 3’ 401
conservada 5 TGCGTCTCTCAATAATAATAGG 3’ 52
crylBe 5 TAGGGATACGGCTCTTGCTC 3’ 249
conservada 5 CGATTCAAGTCTATGTCCCAC 3’ 54
crylBf 5'AACAAACGAGAGATTATTCCG 37 715
conservada 5'CGTTCTGTTGTTTCTGGTGGS’ 50
crylCa 5" TGGTCAACTAACAAGGGAAG 3’ 393
conservada 5 TCTACTCCTTCAACACCACG 37 50
crylCa 5" AGAGCGGAGAAGAAGTGGAG 3° 559
nao conservada 5 CTTCCTCTTCTACACAGTTGC 3’ 50
crylDa 5'GAAGGGAAGGAAATACAGAGC 3’ 670
conservada 5 GTTATTGGAGTGAAGAGTGTTG 37 50
crylDb 5TTTATCCGTTTATGTTCAGGC 3° 600
conservada 5 GATGCGGAAATAGTTACGGG 3’ 50
crylEa 5" GAACTCAGCCATTAGAAGCC 3’ 609
conservada 5 CCTCCTGTAAATCCTGGTCC 3 48
crylFa 5 AATGTAGAGCCGTTTGTTAGTG3’ 595
nao conservada 3° CCCTCAAGTTATTTAGACCTG 3° 50
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RESULTADOS

Na Figura 1 pode ser observada a distribuicdo das 16 subclasses do gene cryl,
mais a familia de genes cryl (crylAa conservada, crylAa ndo conservada, crylAb
conservada, crylAb ndo conservada, crylAc conservada, crylAd conservada, crylAe
conservada, crylAf conservada, crylAg conservada, crylBb conservada, crylBc
conservada, crylBe conservada, crylBf conservada, crylCa conservada, crylCa néo
conservada, crylDa conservada, crylDb conservada, crylEa conservada, crylFa ndo
conservada), na colecdo de isolados mantida no LGBBA (Jaboticabal). Nota-se que as
porcentagens de isolados de B. thuringiensis que amplificaram para cada subclasse
foram relativamente altas nesta coleg&o. Assim, 55,7% dos isolados reagiram com o par
de iniciadores gerais Gral cryl, e as subclasses crylAa, crylAb, crylAc, crylAd,
crylAe, crylAf, crylAg, e crylBf, crylCa e crylFa estdo presentes em alta proporgéo
de isolados, variando de 43,4% a 54,9%.

Para crylAa, crylAb, crylCa e crylFa, foram observados os maiores niumeros
de isolados, quando utilizados os iniciadores provenientes de regides ndo conservadas.
Para as subclasses crylCa verificou-se diferenca marcante quando utilizados
iniciadores de regifes conservadas (8,2% dos isolados), em relacdo aos iniciadores

para regides ndo conservadas (54,1% dos isolados) (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de isolados que apresentaram amplificagcdo com os oligos das

subclasses do gene cryl na Colecédo de Jaboticabal, (LGBBA).

Provavelmente, os iniciadores elaborados a partir de regidées ndo conservadas
poderiam amplificar maior numero de diferentes genes desta subclasse, visto que, para
crylAa, por exemplo, h& varias subdivisbes: crylAal, crylAa2, crylAa3 etc. As
menores porcentagens foram obtidas para as subclasses crylBb, crylBc, crylBe,
crylCa, crylDa, crylDb e crylEa.

Verificou-se que a colecdo de Jaboticabal se mostrou muito rica em isolados
portadores de genes para crylA, sugerindo uma tendéncia de manutencdo dessa
proporcdo de isolados nas andlises futuras com os demais genes desta subclasse. O
fato de 55,7% dos isolados da colecdo, serem portadores do gene cryl indica sua
aplicabilidade em programas de controle de pragas da ordem Lepidoptera.

Deve-se ressaltar que alguns isolados ndo apresentaram amplificacdo para a
familia cryl, com o par de iniciadores gerais Gral cryl, mas apresentaram para uma ou
outra subclasse. Sugere-se entdo, que estes iniciadores ndo sejam tado gerais e que
nem todas as subclasses do gene cryl foram contempladas e alinhadas por BRAVO et

al. (1998), quando da elaboracdo desse par de iniciadores, o que se confirma pela
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crescente descoberta de novos genes cryl, agregados constantemente aos bancos de
dados de sequéncias.

Na colecdo de Piracicaba (ESALQ), nota-se que a distribuicdo das subclasses
seguiu um perfil muito proximo ao da cole¢éo de Jaboticabal, porém, com porcentagens
menores de isolados dentro de cada subclasse. Observou-se amplificagdo em 42,6%
dos isolados com os iniciadores gerais Gral cryl, mas 4,5; 4,2 e 3,2% dos isolados ndo

apresentaram amplificacdo para crylAb, crylAe e crylAg, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de isolados que apresentaram amplificagdo com os oligos das
subclasses do gene cryl na Cole¢éo de Piracicaba (ESALQ).

Houve baixa porcentagem de isolados (14,5%) portadores de crylAd, quando
comparada a colecao de Jaboticabal (43,4%). No entanto, crylB, continuou sendo a
menos abundante seguida da subclasse crylD.

Para crylCa, o par de iniciadores para a regido nao conservada apresentou
maior porcentagem de isolados (41,9%), como na colecdo de Jaboticabal (Figura 2),

contra 0,3% para os iniciadores da regido conservada.
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Comparando-se a colecdo de Piracicaba (Figura 3) a colecao de Jaboticabal
(Figura 2), maior porcentagem (36,1%) de isolados apresentou crylEa, enquanto a
proporcgéo de isolados contendo crylFa foi menor (33,9%).

Assim como a colecdo de Jaboticabal, a colecdo de Piracicaba é também uma
excelente fonte de isolados efetivos no controle biolégico de insetos da ordem
Lepidoptera. No entanto, ndo é descartada a possibilidade de que os isolados das
colecdes referidas apresentem amplificacdo para as outras subclasses do gene cryl, ou
para outras familias especificas para outras ordens de insetos.

A colegéo de Sete Lagoas (EMBRAPA) apresentou um perfil de distribuigéo das
subclasses estudadas totalmente diferente das outras duas cole¢des (Figura 4). Apesar
de ser a colecdo com maior numero de isolados (641), foi a que apresentou a menor
porcentagem de isolados portadores da subfamilia crylA, considerada a mais comum
entre os isolados de B. thuringiensis. Apenas 18,6% dos isolados desta colecao
apresentaram amplificacdo para o gene cryl com os iniciadores gerais, e somente para
a subclasse crylAb, com iniciadores para regido conservada, € que houve maior
porcentagem de isolados (38,5%). No entanto, a distribui¢cdo de isolados portadores de
crylB se apresentou mais evidente que nas outras cole¢fes (17 a 19% dos isolados)
(Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de isolados que apresentaram amplificagdo com os oligos das

subclasses do gene cryl na Colecao de Sete Lagoas (EMBRAPA).

Esta colecdo apresenta ainda, um conjunto peculiar de isolados caracterizando
um banco que deve ser intensamente explorado, visto que estes isolados de B.
thuringiensis podem ser portadores de outras familias de genes cry, bem como de
outras subclasses com diferentes espectros de atuacdo contra insetos pragas, ou
mesmo vetores de doencas.

Na Figura 5 pode ser observada a distribuicdo das 16 subclasses estudadas e da
familia cryl, considerando as trés colecdes conjuntamente, ou seja, a distribuicdo
dentro dos 1073 isolados de B. thuringiensis. Essa distribuicdo foi mais homogénea
entre as subclasses, com maior porcentagem de isolados portadores dos genes crylAb
(42,12%) e menor porcentagem de isolados que contém crylDb (0,6%), verificando-se
ainda que o banco de isolados de B. thuringiensis em estudo contempla todas as

subclasses do gene cryl.
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Figura5. Porcentagem de isolados que apresentaram amplificagdo com os oligos das
subclasses do gene cryl (iniciadores especificos) e cryl (iniciadores gerais)

presentes nas cole¢cOes de isolados de B. thuringiensis em estudo.

A caracterizacdo especifica destes isolados por PCR produziu diferentes perfis
de genes cryl. Devido ao tamanho da colecéo, os isolados foram agrupados de acordo
com o numero de subclasses cryl exibido por cada um, conforme se observa na Figura
6, e ndo pelas combinacdes das subclasses que compdem cada um dos perfis.

Apesar da maioria dos isolados terem apresentado uma ou mais subclasses do
gene cryl, uma grande parte (453 - 42,2% dos isolados) ndo apresentou amplificacdo
para nenhuma delas. Cerca de 20% apresentou uma das 16 subclasses analisadas,
sendo a crylAb a mais predominante.

Isolados que amplificaram de 9 a 13 genes constituem 22,2% dos isolados,
sendo que a maioria apresenta os perfis de combinacdo de 10 e 11 subclasses.
Ressalta-se aqui, a presenca de um isolado que apresentou amplificacdo para 14
subclasses, ndao amplificando apenas para os genes crylAe, crylBe e crylE. Um

namero mais reduzido (10%) apresentou perfis contendo de trés a oito subclasses.
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Figura 6. Numero de subclasses do gene cryl presentes nos isolados da colecdo em
estudo.
DISCUSSAO

Poucos estudos tém relatado uma caracterizacdo detalhada de colegbes de

B. thuringiensis em termos de conteudo de genes cry. Trabalhando com amostras de

solos provenientes de Taiwan, CHAK et al. (1994) obtiveram 225 isolados dos quais

221 (98,2%) continham genes cryl. Destes, somente cinco diferentes perfis de genes

cry foram encontrados usando iniciadores especificos para cryl, cry3, e cry4. Nenhum

dos isolados apresentou genes cry3. Ao analisarem 215 isolados obtidos de amostras

de areas de Israel, pelo uso de iniciadores gerais e especificos para genes cryl, cry2,

cry3, cry4, cry7, e cry8, BEN-DOV et al. (1996) encontraram genes cryl representados
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por 16 diferentes perfis. BRAVO et al. (1998) relataram que de um total de 496 isolados
obtidos de diferentes ecossistemas no México, 246 (49,6%) continham genes cryl
apresentando 35 diferentes perfis usando iniciadores especificos para genes cryl, cry3,
e cry7. Também FERRANDIS et al. (1999), na Espanha, verificaram que de 223
isolados de B. thuringiensis, 121 (54,3%) continham gene cryl, e encontraram ainda 16
diferentes perfis nesses isolados apés terem realizado andlises com os iniciadores para
0S genes cryl, cry2 e cry4.

O presente estudo encontrou 16 diferentes subclasses do gene cryl em 620 dos
1073 isolados em estudo, provenientes de diferentes ecossistemas no Brasil, usando
iniciadores especificos para os genes cryl. A grande variabilidade e distribuicdo de B.
thuringiensis nos estudos em diversos paises sugerem que as diferencas ecoldgicas do
local de origem e/ou as relagbes de co-evolucdo tenham favorecido a expressdo de
diferentes padrbes de genes cryl.

As analises permitiram verificar a presenca de alguns genes cryl em
combinacdo com outros genes cryl especificos, tais como: crylAc/crylAb,
crylAa/crylAc, crylAb/crylAc e crylClcrylD. A figura 5 demonstra o nimero linhagens
com diferentes quantidades de genes cry.

CHAK et al. (1994) e BRAVO et al. (1998) encontraram padrdo similar e, em
ambos os trabalhos, o perfil mais comum de gene cryl correspondeu aos genes
crylAa, crylAb e crylAc, o que pdde ser observado, também, no presente estudo, nas
colecbes de Jaboticabal e Piracicaba, que apresentaram padrdo semelhante quanto a
distribuicdo dos perfis de genes cryl. Ainda, CHAK et al. (1994) encontraram importante
frequéncia entre os perfis crylAa/crylAc e crylC/crylD em 21,3 e 17,7% dos isolados,
respectivamente. No mesmo contexto, FERRANDIS et al. (1999) mostraram que 93%
dos isolados com presenca do gene crylC continham o gene crylD no seu genoma,
sugerindo entdo, alta ligacao genética entre esses dois genes.

Segundo SANCHIS et al. (1988) a linhagem padrdo de B. thuringiensis var.
aizawai 7.29 contém genes crylC e crylD no mesmo replicon. As andlises aqui
apresentadas estdo de acordo com o relato desses autores, visto que nas trés

colecbes, a maioria dos isolados que apresentaram o gene crylC também continham o
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gene crylD. Todos esses resultados indicam que os pares de genes mencionados
encontram-se juntos na natureza, provavelmente fazendo parte do mesmo replicon,
localizados em um megaplasmideo (GONZALES et al., 1982; SANCHIS et al., 1988).

A ocorréncia conjunta de alguns desses genes cry pode minimizar problemas
relacionados a inseticidas baseados em B. thuringiensis, devido ao seu espectro de
acao limitado quando comparado aos inseticidas quimicos. Este é um fator limitante ja
gue as culturas agricolas sdo atacadas simultaneamente por diferentes pragas e, as
vezes, por insetos de diferentes ordens. Portanto, uma importante caracteristica
encontrada neste estudo é a presenca de mais de um gene cryl na maioria dos
isolados (Fig. 5). De 621 isolados, 399 apresentaram duas ou mais subclasses do gene
cryl. No entanto, deve-se ressaltar que, para alguns genes cryl, os iniciadores
elaborados podem ter amplificado mais de uma subclasse, por estarem em uma regiao
de homologia entre elas, levando a um numero superestimado de genes em alguns
isolados; como exemplo, o isolado que apresentou 14 subclasses (Figura 6). Isso s6
poderia ser verificado através do seqienciamento dos produtos amplificados e
comparacdo com as sequéncias depositadas no banco de dados.

Ha alguns genes cry que sdo comumente identificados em todas as cole¢des do
mundo, tais como 0s genes cryl, e outros sdo mais freqientes em uma regido que em
outra. Por exemplo, os genes crylA, crylC, crylD e genes cry2 foram mais comumente
encontrados em isolados da Asia (BEN-DOV et al., 1997; KIM, 2000; ZHANG et al.,
2000) que naqueles da América Latina (BRAVO et al., 1998).

A variabilidade génica nas colecdes analisadas destaca as cole¢des de
Jaboticabal e Piracicaba, como fonte de isolados promissores para uso em programas
de Controle Biologico de pragas da ordem Lepidoptera, diferentemente do observado
para a colecdo de Sete Lagoas, na qual as frequéncias das subclasses estudadas
foram relativamente baixas (abaixo de 20%), com destaque somente para 0 gene
crylAb, presente em 38,5% dos isolados desta colecéo.

Desde que a resisténcia a B. thuringiensis em popula¢des de insetos da ordem
Lepidoptera tem sido relatada (FERRE et al., 1991; TABASHNIK, 1994), h4 um grande

interesse no isolamento de novas linhagens de B. thuringiensis cujas propriedades
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téxicas diferem daquelas ja usadas como bioinseticidas. Os resultados obtidos aqui
mostraram que o Brasil se apresenta como uma fonte potencialmente rica em isolados
de B. thuringiensis, mas a possibilidade em usar essas toxinas a partir de novos

isolados requer ainda estudos mais detalhados.

CONCLUSOES

e As colegOes analisadas possuem alta variabilidade génica

e As cole¢gbes de Jaboticabal e Piracicaba sé&o fontes de isolados para uso em
programas de controle biolégico de pragas da ordem Lepidoptera e para
obtenc&o de gene cryl para transgénese.

e A colecdo de Sete Lagoas se apresenta como fonte de isolados para uso em
programas de controle bioldgico contra outras ordens de insetos.

e O Brasil apresenta uma grande diversidade génica nos isolados de B.

thuringiensis para o controle bioldgico de lepidépteros.
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CAPITULO 3 - ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE Bacillus
thuringiensis DE DIFERENTES COLECOES E REGIOES BRASILEIRAS

INTRODUCAO

Aléem da acdo entomopatogénica, Bacillus. thuringiensis foi recentemente
descrito em casos de doengas gastrointestinais em seres humanos (JACKSON et al.,
1995; NOGUCHI, 1993) e, em algumas linhagens desta bactéria foi detectada a
presenca de genes sabidamente envolvidos na patogénese provocada por B. cereus
(FREDERIKSEN et al., 2006; HANSEN & HENDRIKSEN, 2001; HSIEH et al., 1999).

As linhagens de B. cereus secretam uma grande quantidade de enzimas
extracelulares e toxinas que sao, supostamente, importantes fatores para a sua
patogenicidade. O B. cereus pode expressar pelo menos duas enterotoxinas distintas
de multiplos-componentes. A enterotoxina hemolitica denominada HBL é o produto de
um operon, que inclui os genes hblA, hbID, e hblC, que codificam o componente de
ligacdo (B) e os componentes liticos, L1 e L2, respectivamente (HSIEH et al., 1999).
Adicionalmente, um operon da enterotoxina ndo-hemolitica, NHE, de B. cereus, também
foi caracterizado e & composto por trés diferentes proteinas NheA, NheB e NheC,
codificao pelos genes nheA, nheB e nheC (GRANUM et al., 1999).

Outros fatores de viruléncia sdo produzidos por linhagens de B. cereus e incluem
trés tipos de fosfolipases C, cada uma com um mecanismo de acédo diferente, o que se
supBe contribuir para lesar o tecido por induzir a degradacao dos neutrofilos (DING et
al., 1995).

O gene da fosfolipase C é regulado pelo ativador de transcricdo PIcR. Os genes
PlcR-regulados estédo envolvidos no controle da expresséo de fatores extracelulares de
viruléncia e na patogenicidade, incluindo as enterotoxinas, em Bacillus spp. Embora,

provavelmente, o gene pIcR esteja presente em todos os membros do grupo de B.
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cereus, e 0 polipeptidio codificado por plcR de B. cereus seja funcionalmente
equivalente ao de B .thuringiensis, em B. anthracis, por exemplo, o polipeptidio
codificado por plcR é truncado e ndo funciona como um ativador de transcri¢cao
(AGAISSE et al., 1999). Estes fatos implicam na taxonomia entre membros do grupo de
B. cereus, nas propriedades de viruléncia destas bactérias e na seguranca do uso de
bioinseticidas a base de B. thuringiensis.

Andlises genémicas tém demonstrado que uma fragdo dos genomas bacterianos
das espécies (5 a 15%) origina-se de outra espécie, pela transferéncia de segmentos
homologos ou heterdlogos, incluindo elementos transponiveis nos plasmideos ou fagos
(MAJEWSKI & COHAN 1999; OCHMAN et al., 2000).

A deteccdo de mudancas nas sequéncias de DNA de diferentes individuos pode
possibilitar a realizacdo de estudos de diversidade genética de regides conservadas
nao especificas, como também de regides especificas entre individuos de uma mesma
espécie ou mesmo entre populacdes e espécies diferentes.

A técnica de RFLP, constitui uma estratégia relativamente rapida e simples, que
se baseia na presenca ou auséncia de sequéncias especificas de quatro a oito pares de
bases, reconhecidas e clivadas pelas enzimas de restricdo, podendo variar entre
diferentes individuos, gerando assim os polimorfismos. Diferencas nas sequéncias de
DNA dos individuos podem também resultar a partir de insercdes, dele¢cdes ou outros
rearranjos (translocacgdes, inversdes) que alterem a distancia entre pares de sitios de
restricdo ou mesmo de suas sequéncias.

Estudos que verificam a abundancia, a distribuicdo e a diversidade de isolados
de B. thuringiensis sdo importantes ndo somente para a busca de novas alternativas de
controle de insetos, através de isolados de linhagens com especificidade diferentes das
atualmente conhecidas, mas também para responder questdes ligadas a evolugéo e as
relacdes ecoldgicas desta espécie. O relacionamento genético entre isolados selvagens
de B. thuringiensis foi analisado apos a digestdo com as enzimas Notl e Ascl e somente
nove fendtipos visualizados por eletroforese de campo pulséatil foram observados entre
todos os isolados, indicando uma estrutura clonal para a populagéo de B. thuringiensis
do nordeste da Polénia, por exemplo (SWIECICKA & MAHILLON, 2005).
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Analisando a atividade hemolitica de populacdes simpatricas de B. cereus e B.
thuringiensis, usando MLEE, VILAS-BOAS et al. (2002), encontraram que as
populacdes de uma dada espécie de Bacillus — B. thuringiensis ou B. cereus — de
diferentes amostras de solo foram mais similares geneticamente umas com as outras
do que com as populacdes da outra espécie de Bacillus da mesma amostra de solo. Os
resultados sugeriram também que a taxa de fluxo génico foi maior entre as linhagens da
mesma espécie, mas que as trocas genéticas interespecificas, isto €, entre B. cereus e
B. thuringiensis foram, apesar disso, possiveis.

As proteinas Cry, encontradas em B. thuringiensis e amplamente estudadas no
controle microbiano de insetos-praga, ndo séo tdéxicas ao homem e proporcionam
inUmeras vantagens, como especificidade ao inseto-alvo, efeito ndo poluente ao
ambiente, inocuidade a mamiferos e vertebrados e por ndo serem fitopatogénicas.
Contudo, a potencialidade dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis é aumentada
guando se utiliza, além dos cristais, esporos da bactéria nas formulacdes.

Considerando a similaridade taxondémica de linhagens de B. cereus e de B.
thuringiensis, a introducdo de um grande numero de esporos de B. thuringiensis em
produtos alimenticios, por meio de pulverizacbes para controle de pragas agricolas,
pode levar a intoxicagdes alimentares (FREDERIKSEN et al., 2006), uma vez que seja
comprovada a possibilidade de trocas genéticas entre esses organismos.

Levando em consideracdo esta abordagem, o trabalho teve como obijetivo
caracterizar isolados de B. thuringiensis quanto a presenca de enterotoxinas HBL, NHE
e o regulador pleitropico PIcR, por verificagdo biomolecular, avaliando a variabilidade

genética bem como a estruturacéo genética de populacées de B. thuringiensis.
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MATERIAL E METODOS

1. Linhagens bacterianas

Foram analisados 650 isolados de B. thuringiensis obtidos de varios pontos do
territério brasileiro, cedidos pelo Prof. Dr. Sérgio Batista Alves do Laboratério de
Patologia e Controle Microbiano de Insetos (Depto. de Entomologia, Fitopatologia e
Zoologia Agricola da ESALQ/USP) Piracicaba/SP, pelo Dr. Edilson Paiva (Nucleo de
Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo) Sete Lagoas/MG e pelo Prof. Dr.
Manoel Victor Franco Lemos (Depto. de Biologia Aplicada a Agropecuéria da
FCAV/UNESP), Jaboticabal/SP. Todos os isolados encontram-se em estoque no
Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada na FCAV/UNESP -
Jaboticabal.

2. Extracdo de DNA

Os isolados de B. thuringiensis foram previamente cultivados em placas,
contendo meio NA sdlido, por 12 h a 30°C. Para cada isolado uma colbnia foi
ressuspendida em 1 ml de &gua estéril em tubos de microcentrifuga e o material
genético foi extraido pelo Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad), conforme instru¢bes do
fabricante. As amostras de DNA obtidas foram estocadas em congelador e mantidas a

20°C ateé a utilizacao.

3. Deteccéao da presenca dos genes hblA, nheB e C e plcR nos isolados

O material genético dos isolados foi submetido a amplificacdo por PCR com

iniciadores especificos para os genes hblA, plcR, nheB e C.
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As reacOes de amplificacdo foram conduzidas em volumes de 20 ul contendo:
30 ng de DNA molde, 250 uM de uma solucéo de dNTPs (10 mM); 2,0 mM de MgCl,
(para hblA e nheB e C) e 1,5 mM de MgCl; (para plcR); 0,5 uM de cada iniciador; 2,0 U
da enzima Tag DNA polimerase (Fermentas®); solucédo tamp&o para a reacdo de PCR
(1X) e &gua destilada Milli-Q previamente esterilizada (gsp 20 ul). As seqiéncias dos
iniciadores e as condi¢cdes de amplificacdo estdo descritas na Tabela 1.

Apoés a realizacdo das amplificacdes as amostras foram aplicadas em gel de
agarose (1,5%), visualizadas sob Iluz UV e documentadas em equipamento

fotodocumentador (GEL-DOC 2000 - Bio-Rad®), através do programa Quantity-one.

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores e condi¢des de amplificacado .

Gene Sequéncias Condicdes de amplificacdo Produto
D P E no°de pb
ciclos

hblA  5°gctaat gta gtt tcacct gtagcaac3® 94°C 65°C 72°C 30 883
H'aat catgcc actgcgtgg acatataa3”™ 30s 60s  60s

nheBC 5" tat tat cgg ttc atc tgt tgc g 3° 95°C 48°C 72°C 37 1168

5" gta tct ttc gcc att cta tcg ¢ 3° 60s 60s 90s
plcR 5 gtcatcaatcgg aagtaagtcg 3° 94°C 55°C 72°C 30 684
5" caa ttt ctg ctc tat cac acc ¢ 37 45s 45 60s

D: desnaturagéo; P: pareamento; E: extenséo



36

4. Anélise de polimorfismo nos genes hblA, nheB e C e plcR por PCR-RFLP

Os amplicons gerados com os iniciadores especificos para os genes hblA,
nheBC e plcR foram digeridos com enzimas de restricdo. Para cada gene foram
utilizadas duas enzimas: Mboll e Xbal para o gene hblA; Alul e Haell para o gene plcR
e Dral e Taqgl para os genes nheB e C. Para a escolha das enzimas de restricao
utilizadas na técnica PCR-RFLP, o posicionamento das sequéncias dos iniciadores
especificos para os referidos genes foram analisadas no “software pDRAW 32"
(AcaClone Software), o qual fornece esta informacédo bem como, os palindromos sobre
0S quais as enzimas de restricdo vao atuar, dentro das regides amplificadas.

As reac0Oes de restricdo foram conduzidas em um volume de 10 pul, contendo 4,0
pl do produto amplificado de cada isolado, 2,0 ul do tampé&o especifico para cada
enzima: tampédo Tango 1X [33mM Tris-acetato (pH 7,0), 10mM Acetato de Magnésio,
66mM Acetato de Potassio, 0,1 mg/ml BSA] para as enzimas Xbal, Dral, Haell e Alul;
tampéao B 1X [10mM Tris-HCI (pH 7,5), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA] para a enzima
Mboll; e tampdo Taql 1X [10mM Tris-HCI (pH 8,0), 5mM MgCl,, 100mM NaCl, 0,1
mg/ml BSA] para a enzima Taql; 5 U das enzimas e agua Milli-Q estéril g.s.p. 10 ul. As
reacdes foram incubadas a 37°C durante 4 h para as enzimas Mboll, Xbal, Alul e Dral;
a 37°C durante 1 h para a enzima Haell e a 65°C durante 4 h para a enzima Tagq|.

O material genético dos isolados, digerido com as enzimas, foi aplicado em gel
de agarose (1,5%), contendo brometo de etideo (0,5 ug/ml) e submetido a eletroforese
horizontal por 3 h, a 100 V, conduzidas em tampédo TEB 1X (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM
e Acido Bérico 89 mM com pH 8,3), também adicionado de brometo de etideo (0,5
ug/ml). Em todas as eletroforeses realizadas foi adotado o emprego de uma amostra de
DNA, com fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb denominado “1kb
DNA ladder’, produzida pela Fermentas®, a qual serviu como referéncia de migracédo
eletroforética para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos nas reacdes de

amplificacao.
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Os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em
equipamento GEL-DOC 2000 Bio-Rad, através do software Quantity-one para posterior
analise dos polimorfismos nos sitios de restricdo.

A presenca ou auséncia dos sitios de restricdo, para cada enzima foi utilizada
para definir a existéncia de alelos para um loco particular (no caso os genes hblA, plcR
e nheBC) e a combinacéo destes alelos, quando diferentes, definiram os haplétipos.

Para a analise de haplétipos, cada isolado recebeu um numero (1, 2, 3, 4, 5)
referente ao alelo gerado pela auséncia ou presenca dos respectivos sitios de restricdo
para cada enzima. A combinacgéo destes alelos, para os genes analisados, representou

o haplétipo gerado para cada isolado.

5. Analises estatisticas

5.1. Analise da diversidade genética e da estrutura de grupos

Andlises entre grupos de isolados foram conduzidas para se testar a
estruturacao geografica dos isolados de B. thuringiensis analisados. Comparac¢fes duas
a duas entre estatisticas @ [equivalente a estatistica F (WRIGHT, 1951)] foram
utilizadas para descrever que proporcdo da variacdo genética total do loco esta
relacionada a diferenca entre dois grupos. Os haplétipos de B. thuringiensis foram
agrupados por Colecdo, sendo o grupo 1 representado por isolados da colecao de
Jaboticabal; grupo 2 por isolados da colecdo de Piracicaba; e grupo 3, por isolados de
Sete Lagoas. Os haplotipos de B. thuringiensis foram agrupados também por amostra
de origem (regibes) em 4 grupos: grupo 1, representado pelos isolados da regido
Centro-Oeste; grupo 2, representado pelas regides Norte-Nordeste; grupo 3 pelos
isolados da regido Sul; e o grupo 4, pelos isolados da regido Sudeste. Nesta analise
desconsiderou-se os isolados provenientes de outros paises e isolados catalogados

sem origem. A andlise estatistica Fs foi calculada pela andlise de variancia molecular
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(AMOVA) usando o "software" Arlequin (DEMPSTER et al., 1977; EXCOFFIER &
SLATKIN, 1995; WEIR, 1996; LANGE, 1997; EXCOFFIER et al., 2005).

Como este tipo de analise estima os componentes de variancia considerando o
namero de diferencas entre os haplétipos moleculares (WEIR, 1996) o parametro Fg
varia de 0.0 (quando os grupos parecem homogéneos) a 1.0 (quando sé&o
heterogéneos), estimando assim toda a variagdo que ocorre entre 0s grupos de
isolados de B. thuringiensis, em relacdo as colecfes e as regides de origem.

5.2. Andlise multivariada

Realizou-se também uma anadlise exploratéria de dados (multivariada),
aplicando-se a analise de agrupamento (AA), usando-se 0 programa computacional
“‘STATISTICA versédo 6.0”, para verificagdo dos agrupamentos entre os isolados das

colecdes e regides diferenciadas.

RESULTADOS

Caracterizacao do contetdo génico de enterotoxinas

A caracterizagdo do contetdo dos genes hblA, plcR e nheB e C foi realizada para
0s 650 isolados brasileiros utilizando iniciadores especificos para os mesmos. Destes,
587 isolados apresentaram o gene hblA, 496 o gene plcR e 350 os genes nheB e C
(Figural). Muitos isolados (242) evidenciaram a presenca dos quatro genes
conjuntamente; 195 isolados possuem a combinagao hbl+plc; 76 a combinagéao hbl+nhe
e 22 isolados possuem o0s genes plctnhe em seu genoma. Apenas oito isolados (1%)

nao amplificaram com nenhum dos iniciadores utilizados, evidenciando ou a auséncia
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desses genes em tais isolados ou mutacdes que possam impedir o pareamento dos
iniciadores utilizados.

Analisando as trés cole¢cbes em conjunto, foi verificado que a maior porcentagem
de ocorréncia das enterotoxinas se da na combinacéo hbl+plc+nhe (37%), seguida da
combinacéo hbl+plc (30%) (Figura 1). A menor porcentagem de ocorréncia foi verificada
guando se avaliou a ocorréncia dos genes nheB e C isoladamente. Notou-se ainda que
0 gene hblA, codificador da enterotoxina hemolitica HblIA, faz parte do genoma da
maioria dos isolados brasileiros.

Na colecdo de Jaboticabal (A) a maior ocorréncia dos genes € da combinacéo
hbl+nhe, seguida pela hbl+plc+nhe (Figura 1). Somente 9% dos isolados apresentaram
a combinacéo hbl+plc.

Analisando os isolados que apresentam pelo menos um dos genes analisados, a
maior porcentagem de ocorréncia nesta colecao foi observada para o gene hblA (21%)
e a menor para o gene plcR, com apenas um representante (BR3). O operon nheBC
aparece sozinho em 3 isolados (BR4s, BRss e BRs;) e apenas dois isolados né&o
continham nenhum dos genes analisados (BR3g € Brg;).

A colecdo de Piracicaba (B) é muito rica, tanto de hblA como de plcR, néo
havendo diferenca no nimero de incidéncia desses genes na colecdo. Cerca de 50%
dos isolados desta cole¢édo contém os genes nheB e C, mas nenhum isolado apresenta
somente este gene. A ocorréncia mais comum de genes foi a combinacdo hbl+plc+nhe,
em 34% dos isolados; seguida pela combinacéo hbl+plc (28%).

A colecdo de Sete Lagoas (C) mantém a mesma proporcionalidade da colecéo
de Piracicaba (B) em relagcdo aos genes analisados. A grande maioria dos isolados
apresentam os genes hblA e pIcR; cerca de 40% da colecdo apresenta a combinagéo
hbl+plc+nhe e 35% hbl+plc (Figura 1). Poucos isolados foram encontrados contendo

somente os genes plcR (3%) e nheB e C (1%).



Figura 1. Porcentagem de ocorréncia dos genes de
enterotoxinas: nas trés cole¢cdes conjuntamente (total geral) e
separadamente (colecdes A - Jaboticabal, B — Piracicaba e C - Sete

Lagoas).
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Na andlise da distribuicdo das enterotoxinas por regides geograficas (Figura 2),
verificou-se, na regido Sudeste a maior ocorréncia dos genes com a combinacao
hbl+plc+tnhe (38%), seguida pela hbl+plc (31%). Somente 11% dos isolados
apresentaram hbl+nhe e 3% plc+nhe. Dentro desta regido foram baixas as ocorréncias
individuais dos genes, sendo maior a porcentagem do gene hblA (10%); seguida de 5%
para o gene plcR e 1% para os genes nheB e C. Apenas dois isolados ndo continham
nenhum dos genes analisados. Portanto, a regido Sudeste possui grande abundancia
de genes das enterotoxinas analisadas, sendo que 90% dos isolados dessa regido
possuem o gene hblA, 78% plcR e 55% nheB e C em seu genoma (Figura 2).

Na regido Norte-Nordeste nenhum isolado possui apenas o gene hblA e nheB e
C e apenas um isolado apresenta o0 gene plcR. A maior ocorréncia conjunta de genes
envolveu a combinacdo hbl+plc+nhe, sendo os genes nheB e C foram o0s mais
abundantes nesta regido (Figura 2).

Como verificado nas trés regides, Sul apresentou a maior freqiiéncia conjunta de
genes na combinacdo hbl+plc+nhe, com 32% dos isolados. Nenhum isolado dessa
regido apresentou apenas o gene pIcR e 21% apresentou o gene hblA, sendo que as
maiores frequéncias de ocorréncia conjunta dos genes se deram para as combina¢des
dos genes hblA e nheBC (Figura 2).

Diferentemente das outras regides, a regido Centro-Oeste evidenciou a maior
freqUéncia para a combinacao hbl+plc (42%), onde nenhum isolado apresentou apenas
os genes nheB e C. Somente um isolado apresentou hbl+nhe e dois isolados a
combinacédo plc+nhe. Igual proporcéo foi verificada para a ocorréncia dos genes hblA e

plcR nessa regiéo.



Figura 2. Porcentagem de ocorréncia dos genes de

enterotoxinas nas diferentes regides brasileiras.
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Andlise da estrutura genética entre populacdes de diferentes colecdes e
regides geograficas

A analise de estrutura genética permitiu a caracterizacdo haplotipica dos isolados
de B. thuringiensis por colecao e por regiao de origem. Nas tabelas 2 e 6 estao listados
os diferentes haplotipos, obtidos apos a definicdo alélica (amplificacdo + restricdo) dos
loci hblA, plcR e nheB e C determinada por PCR-RFLP, junto com a amplificacdo do
loco cryl.

Verificou-se um agrupamento dos isolados em 78 haplétipos na andlise por
colecdes e 76 haplotipos na analise por regides. Isto porque isolados de outros paises
ou sem definicdo de regido de origem foram excluidos da analise por regido brasileira.

A distribuicdo dos isolados de B. thuringiensis, provenientes de diferentes
colecbes e regides, nos seus respectivos hapldtipos foi calculada, bem como a

freqliéncia com que cada hapl6tipo aparece por colecéo e por regido (Tabelas 3 e 7).

Estrutura genética entre colec¢8es de isolados

Na analise de estrutura genética por colecdes de isolados de B. thuringiensis,
verificou-se que para a colecédo de Jaboticabal (A) foram definidos 31 haplétipos em 92
isolados, onde 16 haplétipos sao exclusivos dela (5, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 23, 24,
25, 26, 27, 29, 30 e 31). Cerca de 15% dos isolados estdo agrupados nos haplétipos 3
e 4, e 12% no haplotipo 12, que representam as maiores frequiéncias nas trés colecoes.

A colecdo de Piracicaba (B) apresentou 36 haplétipos em 181 isolados e 13
haplétipos Unicos desta colecdo, o que representou uma menor variagado no namero de
hapldétipos, ou seja, maior homogeneidade, em relacdo a colecdo de Jaboticabal. As
maiores frequéncias dos isolados da colecdo B foram encontradas para os haplotipos 4
(14,4%), 9 e10 (12,2%).
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Tabela 2. Caracterizacéo e distribuicdo haplotipica nas cole¢des de isolados de B.

thuringiensis, de acordo com a composicao alélica dos genes hblA, plcR e nheBC, determinada

por PCR-RFLP; e contetido de gene cryl.
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As maiores frequiéncias haplotipicas das colecfes foram encontradas na de Sete
Lagoas (C) para os haplotipos 6 e 9 (21,2% e 22,5%, respectivamente). Esta colecéo
definiu 47 haplétipos em 377 isolados analisados e 24 hapl6tipos foram considerados
exclusivos dela. No entanto, apesar de mais numerosa, a colecado de Sete Lagoas € a
gue apresentou a menor variabilidade haplotipica entre as trés analisadas (24/377); em
seguida vieram as colecfes de Piracicaba (13/181) e de Jaboticabal, esta com maior
variabilidade haplotipica (16/92). As maiores frequéncias haplotipicas comuns entre as

trés cole¢des ocorreram para os haplétipos 2, 4, 6 e 10 (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia e distribuicdo de haplétipos nos grupos de B. thuringiensis nas

populacdes oriundas das diferentes colecdes.

Colecéao A B C
Haplétipos (nQ) Frequéncia Distribuicdo Frequéncia Distribuicdo Frequéncia Distribuicdo
1 0.0109 1 0.0442 8 0.0133 5
2 0.0652 6 0.0718 13 0.0637 24
3 0.152 14 0.0276 5 0 0
4 0.152 14 0.144 26 0.0849 32
5 0.0109 1 0 0 0.00531 2
6 0.0435 4 0.0773 14 0.212 80
7 0.0435 4 0.0387 7 0.0292 11
8 0.0326 3 0.0221 4 0.00531 2
9 0.0109 1 0.122 22 0.225 85
10 0.0435 4 0.122 22 0.0822 31
11 0.0217 2 0.00552 1 0 0
12 0.12 11 0.0166 3 0.00265 1
13 0.0217 2 0.011 2 0.00796 3
14 0.0217 2 0 0 0 0
15 0.0326 3 0 0 0 0
16 0.0109 1 0 0 0 0
17 0.0109 1 0 0 0 0
18 0.0217 2 0 0 0 0
19 0.0217 2 0 0 0 0
20 0.0109 1 0 0 0 0
21 0.0109 1 0.00552 1 0 0
22 0.0217 2 0 0 0.00265 1
23 0.0109 1 0 0 0 0
24 0.0109 1 0 0 0 0
25 0.0109 1 0 0 0 0
26 0.0217 2 0 0 0 0
27 0.0109 1 0 0 0 0
28 0.0109 1 0 0 0.00265 1
29 0.0109 1 0 0 0 0
30 0.0109 1 0 0 0 0




B

C

Haplétipos (n?) Freqiiéncia Distribuicdo Frequéncia Distribuicdo Freqiiéncia Distribuicéo

Colecdo A

31 0.0109 1 0

32 0 0 0.0276
33 0 0 0.0221
34 0 0 0.0166
35 0 0 0.0276
36 0 0 0.00552
37 0 0 0.011
38 0 0 0.0276
39 0 0 0.00552
40 0 0 0.00552
41 0 0 0.0442
42 0 0 0.011
43 0 0 0.0166
44 0 0 0.00552
45 0 0 0.00552
46 0 0 0.00552
47 0 0 0.011
48 0 0 0.00552
49 0 0 0.00552
50 0 0 0.00552
51 0 0 0.011
52 0 0 0.00552
53 0 0 0.00552
54 0 0 0.00552
55 0 0 0

56 0 0 0

57 0 0 0

58 0 0 0

59 0 0 0

60 0 0 0

61 0 0 0

62 0 0 0

63 0 0 0

64 0 0 0
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68 0 0 0

69 0 0 0

70 0 0 0

71 0 0 0
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78 0 0 0

A: Jaboticabal; B: Piracicaba; C: Sete Lagoas
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Comparacdes duas a duas entre populacdes de B. thuringiensis das trés
colecbes foram efetuadas utilizando-se estimativas estatisticas (valores FSTs),
equivalentes ao Fst de WRIGT (1951). Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 4 onde os valores de FSTs foram significativamente maiores que zero, indicando
a diferenciacéo entre populacdes de B. thuringiensis, principalmente entre as cole¢cbes
A (Jaboticabal) e C (Sete Lagoas). Essas duas populagdes foram significativamente
diferentes entre si, 0 que n&o ocorreu entre as populagdes de isolados da Colegcéo B
(Piracicaba) e da C (Sete Lagoas), considerando os valores de FSTs, indicando mesma
origem geografica.

Variacdes na composicado alélica das populacbes podem ser observadas na
Tabela 5, onde a maior delas foi verificada em populacdes de isolados da Colecao A,
com seis variacfes no alelo 2, referente ao sitio de restricdo da enzima Mboll, para o
loco hblA. Para este mesmo loco, ndo houve variacdo na populacdo da Colecéao B,
sendo observadas quatro na C. Nos alelos 3, 5, 6 e 9, referentes aos sitios das enzimas
Xbal, Alul, Haell e Taql, também foram encontradas variacbes alélicas. Entre as
colecdes, a maior média de variancia foi no alelo 6, referente ao loco plcR para a

enzima Haell.

Tabela 4. Valores de FSTs de comparacdes duas a duas entre populacdes de B.

thuringiensis obtidas das diferentes colecdes.

Colecéo A Colegcéo B Colecéo C
Populacdes _ o

Jaboticabal Piracicaba Sete Lagoas
Colecéo A 0,00000
Colecéo B 0.12747* 0,00000
Colegdo C 0.19507* 0.02526 0,00000

- — ]
Valores de FSTs de comparacdes duas a duas foram calculados usando o programa ARLEQUIN ver 3.000 (Excoffier
et al., 2004). Asterisco indica significancia dos valores de FSTs a pelo menos P < 0.05 (*), o que significa valores
FSTs maiores ou iguais aos valores observados quando haplétipos moleculares foram permutados entre populacdes

(1000 permutacdes foram efetuadas).
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Tabela 5. Variancia na composicdo alélica entre as populagbes de B.

thuringiensis de diferentes colec¢des.

Loco Colecdo A ColecdoB Colegcdo C Média Var(lr?gr;ma
1 (Ap) 2 2 2 2.000 2
hblA 2 (Mboll) 6 2 4 4.000 6
3 (Xbal) 3 3 4 3.333 4
4 (Ap) 2 2 2 2.000 2
plcR 5 (Alul) 2 4 3 3.000 4
6 (Haell) 4 5 4 4.333 5
7 (Ap) 2 2 2 2.000 2
nheBC 8 (Dral) 2 2 2 2.000 2
9 (Taql) 3 4 4 3.667 4
cryl 10 (Ap) 2 2 2 2.000 2

A: Jaboticabal; B: Piracicaba; C: Sete Lagoas

Estrutura genética entre isolados de diferentes regides geogréficas

Na andlise de estrutura genética dos isolados provenientes de diferentes regides
geogréficas verificou-se que, para a regido Centro-Oeste, as maiores frequéncias
haplotipicas encontram-se nos haplotipos 4, 7 e 9, com 11,3%, 21,1% e 26,8%,
respectivamente. Para o haplétipo 9 € a maior freqiiéncia encontrada dentre as regides
analisadas. Esta regido definiu 18 haplétipos em 71 isolados, sendo eles comuns entre
os isolados das demais regides, principalmente da regido Sudeste (Tabela 6).

A regido Norte-Nordeste definiu 8 haplotipos em 13 isolados analisados. Cerca
de 23% da populagéo desta regido encontra-se no haplotipo 7, comumente encontrado
entre as regioes; e no haplotipo 19, evidenciando uma alta freqiéncia em relacdo as
demais regides. Somente o haplétipo 22 é exclusivo do Norte-Nordeste, representado

por uma frequéncia de 7,8% (Tabela 7).
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Tabela 6. Caracterizacdo e distribuicdo haplotipica nas popula¢cdes de isolados

de B. thuringiensis, provenientes de diferentes regifes, de acordo com a composi¢ao
alélica dos genes hblA, plcR e nheBC, determinada por PCR-RFLP; e contetdo de

gene cryl.
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Na regido Sul encontram-se 24 haplétipos definidos para 63 isolados que
compdem esta populagcdo. Dos 24 haplétipos, 8 estdo presentes somente nesta regiao,
indicando a alta variabilidade haplotipica desses isolados, quando comparados as
demais regides. A regido Sul caracteriza-se principalmente pelos haplétipos 7, 8 e 10,
com frequéncias de 17,5%, 15,9% e 14,3%, respectivamente (Tabela 6).

Na regido Sudeste encontrou-se 67 haplotipos em 489 isolados. Dos 67
haplétipos desta regido, 28 foram compartilhados com outras regides, indicando que,
apesar de numerosa, ha uma baixa freqtiéncia para haplétipos caracteristicos da regido
Sudeste (39/489). As maiores frequéncias encontradas na regido Sudeste foram
obtidas para os haplotipos 4 e 5 (19,8% e 18,4%, respectivamente); muitos dos

haplétipos definidos para o Sudeste estdo representados por apenas um isolado.

Tabela 7. Frequéncia e distribuicdo de haplétipos nos grupos de B. thuringiensis nas

populacdes oriundas das diferentes regides.

REGIAO co NN SL SD
Haplétipos (n9) F D F D F D F D
1 0.0282 2 0 0 0 0 0.0245 12
2 0.0563 4 0 0 0.0476 3 0.0736 36
3 0.0141 1 0 0 0.0159 1 0.0143 7
4 0.113 8 0.0769 1 0.0159 1 0.198 97
5 0.0282 2 0 0 0.0794 5 0.184 90
6 0.0141 1 0 0 0 0 0.00204 1
7 0.211 15 0.231 3 0.175 11 0.0818 40
8 0.0141 1 0 0 0.159 10 0.0164 8
9 0.268 19 0 0 0.0635 4 0.0675 33
10 0.0141 1 0 0 0.143 9 0.0102 5
11 0.0141 1 0.154 2 0 0 0.0123 6
12 0.0845 6 0 0 0 0 0.0164 8
13 0.0141 1 0.0769 1 0 0 0.0143 7
14 0.0141 1 0 0 0 0 0.00818 4
15 0.0423 3 0 0 0 0 0.00613 3
16 0.0423 3 0 0 0 0 0.00409 2
17 0.0141 1 0 0 0 0 0.00613 3
18 0.0141 1 0 0 0 0 0.0368 18
19 0 0 0.231 3 0.0159 1 0.0368 18
20 0 0 0.0769 1 0 0 0.00818 4
21 0 0 0.0769 1 0 0 0.0164 8
22 0 0 0.0769 1 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0.0159 1 0.00409 2
24 0 0 0 0 0.0317 2 0.00204 1
25 0 0 0 0 0.0317 2 0 0
26 0 0 0 0 0.0159 1 0 0




REGIAO CcoO NN SL SD
Haplétipos (n9) F D F D F D F D
27 0 0 0 0 0.0159 1 0 0
28 0 0 0 0 0.0159 1 0.0123 6
29 0 0 0 0 0.0159 1 0.00204 1
30 0 0 0 0 0.0159 1 0.00204 1
31 0 0 0 0 0.0159 1 0 0
32 0 0 0 0 0.0159 1 0 0
33 0 0 0 0 0.0159 1 0.00409 2
34 0 0 0 0 0.0159 1 0 0
35 0 0 0 0 0.0317 2 0 0
36 0 0 0 0 0.0159 1 0 0
37 0 0 0 0 0.0159 1 0.00204 1
38 0 0 0 0 0 0 0.00409 2
39 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
40 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
41 0 0 0 0 0 0 0.00818 4
42 0 0 0 0 0 0 0.00818 4
43 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
44 0 0 0 0 0 0 0.00409 2
45 0 0 0 0 0 0 0.00613 3
46 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
47 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
48 0 0 0 0 0 0 0.0102 5
49 0 0 0 0 0 0 0.0123 6
50 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
51 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
52 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
53 0 0 0 0 0 0 0.00409 2
54 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
55 0 0 0 0 0 0 0.00613 3
56 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
57 0 0 0 0 0 0 0.00204 2
58 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
59 0 0 0 0 0 0 0.0245 1
60 0 0 0 0 0 0 0.0736 2
61 0 0 0 0 0 0 0.0143 1
62 0 0 0 0 0 0 0.198 1
63 0 0 0 0 0 0 0.184 1
64 0 0 0 0 0 0 0.00204 1
65 0 0 0 0 0 0 0.0818 2
66 0 0 0 0 0 0 0.0164 1
67 0 0 0 0 0 0 0.0675 1
68 0 0 0 0 0 0 0.0102 1
69 0 0 0 0 0 0 0.0123 1
70 0 0 0 0 0 0 0.0164 2
71 0 0 0 0 0 0 0.0143 1
72 0 0 0 0 0 0 0.00818 1
73 0 0 0 0 0 0 0.00613 1
74 0 0 0 0 0 0 0.00409 1
75 0 0 0 0 0 0 0.00613 1
76 0 0 0 0 0 0 0.0368 1

CO: Centro-Oeste; NN: Norte-Nordeste; SL: Sul; SD: Sudeste
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As comparacgdes, duas a duas, também foram efetuadas entre populacdes de
B. thuringiensis das quatro regides geograficas utilizando-se estimativas estatisticas
(valores FSTs) equivalentes ao Fst de WRIGT (1951). Os resultados obtidos estéo
apresentados na Tabela 8, onde os valores de FSTs foram significativamente maiores
que zero, indicando a diferenciacdo entre populacbes de B. thuringiensis,
principalmente entre as populacdes das regides Norte-Nordeste e Centro-Oeste e das
regides Sul e Centro-Oeste. Essas duas populacdes foram significativamente diferentes
entre si, de acordo os valores FSTSs.

Nas populagdes de isolados de B. thuringiensis da regido Sudeste e da regido
Norte-Nordeste ndo houve indicacdo de diferenciacdo significativa, quando se
consideraram os valores de FSTs, o que pode indicar uma possivel troca de informacéao
genética entre as populagdes dessas regides (fluxo génico).

Valores significativos de diferenciacdo entre populagbes também foram
encontrados entre as populagdes das regides Sudeste e Sul, Sudeste e Centro-Oeste e
Sul e Norte-Nordeste. A populacédo da regidao Centro-Oeste foi a que apresentou os dois
maiores valores de diferenciacdo genética, em relacdo as regides Norte-Nordeste e Sul,

de acordo com os valores FSTs (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de FSTs de comparacdes duas a duas entre populacdes de B.

thuringiensis obtidas das diferentes regides geograficas.

Regides Centro-oeste Norte-nordeste Sul Sudeste
Centro-Oeste 0.00000
Norte-Nordeste 0.17267* 0.00000
Sul 0.17074* 0.08219* 0.00000
Sudeste 0.06508* 0.04748 0.14442* 0.00000

—  —  — ]
Valores de FSTs de comparacdes duas a duas foram calculados usando o programa ARLEQUIN ver 3.000 (Excoffier
et al., 2004). Asterisco indica significAncia dos valores de FSTs a pelo menos P < 0.05 (*), o que significou valores
FSTs maiores ou iguais aos valores observados quando hapl6tipos moleculares foram permutados entre populacdes

(1000 permutacdes foram efetuadas).
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As variagbes na composicdo alélica das populagbes de B. thuringiensis das
diferentes regides foram calculadas e estéo representadas na Tabela 9. A maior média
de variacao alélica foi verificada para o loco referente ao sitio de restricdo da enzima
Mboll, onde a maior variacdo alélica foi verificada em populacdes de isolados da regido
Sudeste, totalizando seis variacfes. Para este mesmo loco, ndo houve variagédo alélica
na populacdo da regido Norte-Nordeste; foram verificadas cinco variagbes na
populagéo da regido Sul e trés na regido Centro-Oeste.

O loco referente ao sitio de restricdo da enzima Taql foi variavel para todas as
regibes geogréficas analisadas, com quatro variagbes alélicas nas regides Centro-
Oeste, Norte-Nordeste e Sudeste; e trés variagbes na regido Sul. Variagbes na
composicao alélica também foram encontradas nos loci 3, 5 e 6, referentes aos sitios
das enzimas Xbal, Alul e Haell. Entre as regides, a maior média de variancia esta no

alelo 6, referente ao loco pIcR para a enzima Haell (Tabela 9).

Tabela 9. Variacdes na Composicdo alélica das populacdes de isolados de B.

thuringiensis provenientes de diferentes regifes geograficas.

Centro- Norte- ) Variacdo
Loco Sul Sudeste Média 0
Oeste Nordeste (n%)
1 (Ap) 2 2 2 2 2.000 2
hblA 2 (Mboll) 3 2 5 6 4.000 6
3 (Xbal) 3 2 3 4 3.000 4
4 (Ap) 2 2 2 2 2.000 2
plcR 5 (Alul) 2 3 2 4 2.750 4
6 (Haell) 2 4 2 5 3.250 5
7 (Ap) 2 2 2 2 2.000 2
nheBC 8 (Dral) 2 2 2 2 2.000 2
9 (Taql) 4 4 3 4 3.750 4
cryl 10 (Ap) 2 2 2 2 2.000 2
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Andlise de agrupamento (Multivariada)

A analise multivariada realizada para as populacdes pertencentes as trés
diferentes colecbes e regibes brasileiras evidenciou que isolados brasileiros
apresentam grande semelhanca genética, quando se avalia o polimorfismo de genes de
enterotoxinas e conteddo de gene cryl. Dos 650 isolados analisados, apenas trés
grupos foram formados. Isto pode ser visualizado quando se observa a formacgéo de
grandes grupos de isolados, dispostos ao longo do dendrograma gerado pela analise

gue contempla todos os isolados utilizados (Figura 3).

Distancia Euclidiana

Isolados

Figura 3. Dendrograma referente a andlise do polimorfismo dos perfis de restricao

dos genes hblA, plcR e nheBC, nas populacfes pertencentes as trés colecdes.

Esta analise mostrou a similaridade entre populacdes de isolados de B.
thuringiensis quanto a colecdo e/ou regido de origem, ja que isolados das diferentes
colecbes/regides encontram-se distribuidos ao longo de todo o dendrograma. No
entanto, pode ser observado na Figura 3 a formacgéo de trés grandes grupos. Os grupos
1 e 2 foram formados, principalmente, por isolados da colecdo C e regiao Sudeste, que

apresentaram alta similaridade entre isolados dentro de cada grupo, mas se
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destacaram dos demais, que formaram o grupo 3, com menor homogeneidade. Essas
observacdes foram feitas com base na distancia Euclidiana (eixo Y do dendrograma), e
podem ser justificadas pelos baixos valores FSTs da diferenciacdo genética entre as

populagdes das cole¢cbes/regides brasileiras (Tabelas 4 e 8).

Distribuicdo das cole¢des dentro das regides geogréficas

A arquitetura de grupos formados na andlise das populagbes oriundas de
diferentes regides geograficas mostra a diversidade dos isolados dentro de cada regiao
especifica e a distribuicdo das diferentes cole¢cbes dentro de cada regiao.

A formacdo dos grupos nos dendrogramas gerados por essa analise esta de
acordo com os haplotipos definidos e a formagdo dos grupos de isolados segundo o
mesmo haplétipo. Portanto, cada grupo, bem como os pequenos subgrupos formados
nos dendrogramas, compartilham hapl6tipos semelhantes, segundo a analise de
estrutura genética.

A regiao sul, composta por isolados da colecdo de Jaboticabal (A), com excecao
dos isolados E22, E26, E27 e E28, apresentou uma estrutura formada por trés grupos
(Figura 4). A arquitetura de grupos mostrou uma grande similaridade entre a maioria
dos isolados denominados “Br”, mas revelou pequenos subgrupos destes isolados. No
grupo 1 encontram-se os isolados da colecao de Piracicaba (B): E26, E27 e E28, com
excecao do E22. Esses isolados, apesar de apresentarem a mesma regido de origem,
ficaram localizados em um grupo diferente dos demais, os denominados “Br’, que

compdem os grupos 2 e 3 do dendrograma.
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Figura 4. Dendrograma referente a andlise de polimorfismo de genes de

enterotoxinas e contetdo do gene cryl em isolados da regido sul.

Para a regiao Centro-Oeste também ocorreu a formacao de trés grupos, onde 0s
isolados da mesma colecdo tenderam a formar pequenos grupos (Figura 5). Notou-se
gue os isolados da colecdo C permaneceram agrupados ao longo do dendrograma e
qgue os da colecdo B formaram um pequeno grupo, dentro do grupo 1, misturando-se
com isolados da colecdo A. Observou-se também no grupo 3 que as populacdes de
isolados das colecbes A e B possuem uma tendéncia a formacédo de um Unico grupo,
separado da cole¢édo C, o que sugeriu que a colecdo A e B sdo mais proximas entre si
ou que a colecdo C é a que possui maior dissimilaridade em relacdo as demais
colecoes.

A regido Norte-Nordeste contribuiu com um numero pequeno de isolados,
pertencentes a cole¢do B, onde baixos valores de distancia Euclidiana puderam ser
observados entre os isolados, o que impediu a formacao de grupos diferenciados, com

esses isolados (Figura 6).
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Figura 5. Dendrograma referente a analise de polimorfismo de genes

enterotoxinas e conteddo do gene cryl em isolados da regido Centro-Oeste.
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Figura 7. Dendrograma referente a andlise de polimorfismo de genes de

enterotoxinas e conteddo do gene cryl em isolados da regido Sudeste.

A regido Sudeste apresentou o maior numero de isolados deste estudo e a
arquitetura de grupos formada foi bastante complexa, por contar com alta diversidade.
Na Figura 7 podem ser observados trés grupos distintos, dentre os quais os grupos 1 e
2 contemplam os isolados mais similares entre si e que se distanciaram daqueles do
grupo 3, que apresentou menor similaridade, como indicado pelas maiores distancias
euclidianas entre representantes de um mesmo grupo.

Devido ao grande numero de isolados da regido Sudeste pode-se considera-la
CcOmo a que possui uma situacao Unica, em comparagado as demais regides, sendo que
para tal, as distancias euclidianas consideradas para incluir isolados dentro de um
mesmo grupo, foram muito superiores as consideradas para as demais regides. Isto
indicou que quanto maior o numero de isolados empregados no estudo, maior a chance
de se perceber as similaridades e dissimilaridades entre 0s mesmos, como
representado também pelo maior nimero de hapl6tipos moleculares encontrados na

analise de estrutura genética.
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DISCUSSAO

Caracterizacdo do conteudo génico de enterotoxinas

A caracterizacdo das colecbes quanto a presenca do gene pIcR e ao conteldo
de genes de enterotoxinas hblA e nheBC apresentada revelou que, isolados utilizados
para testes de atividade inseticida, apresentam genes relacionados a producdo de
enterotoxinas. O isolado Br38, ocasionou cerca de 50% de mortalidade para
Spodoptera frugiperda (FATORETTO, 2002); e outros denominados “Br” apresentaram
100% de mortalidade para P. xylostella, indicando que a efetividade da bactéria B.
thuringiensis independe do conjunto de genes cry que cada isolado possui (THULER et
al., 2007).

Notou-se, contudo, que todos os isolados testados em P. xylostella apresentam o
gene da enterotoxina hemolitica hblA em seu genoma. Somente um apresentou apenas
o hblA, sendo que os demais apresentam dois ou trés dos genes avaliados. Fato
semelhante ocorreu para os isolados testados em S. frugiperda, onde todos
apresentam dois ou trés genes enterotdxicos. Nos testes realizados por FATORETTO
(2002), o isolado BR38 foi o que provocou a menor mortalidade de larvas de S.
frugiperda em relacdo aos demais, e € 0 Unico que ndo apresentou henhum dos genes
de enterotoxinas.

Sabe-se que a mortalidade de insetos ocorre em funcédo da presenca de pelo
menos um gene cry da bactéria B. thuringiensis, especifico para cada ordem ou mesmo
espécie de inseto. No entanto, a expressdo de genes codificadores de enterotoxinas
nos isolados é relevante, pois a eficacia dos mesmos pode estar relacionada ndo s6 a
expressao de genes cry, mas também a expressdo de genes de enterotoxinas. O efeito
prolongado de infecgéo e posterior morte causada pela bactéria € um fator importante a
ser considerado, ja que a mortalidade pode ser ocasionada mais pela infeccdo instalada
(septicemia) por acao das enterotoxinas do que pela acao imediata da toxina.

FREDERIKSEN et al., (2006) caracterizaram 128 linhagens como sendo de B.

cereus, isoladas de frutas e vegetais frescos a venda em lojas de varejo na Dinamarca,
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indicando que os residuos de inseticidas baseados em B. thuringiensis podem ser
encontrados em frutas e em vegetais frescos e que estes sdo potencialmente
enterotoxigénicos. Os autores verificaram que das linhagens previamente classificadas
como B. cereus, 39% (50/128) foram classificados como B. thuringiensis; 23 das 50
eram da mesma subespécie de B. thuringiensis utilizada como bioinseticida comercial;
14 isolados néo diferiam de B. thuringiensis kurstaki HD1, apresentado nos produtos
Dipel, Biobit, e Foray, e nove foram agrupados com B. thuringiensis aizawai. A
freqiéncia dos genes de enterotoxinas hemolitica BL (HBL) e da enterotoxina nédo-
hemolitica (NHE) era mais elevada entre as linhagens que néo diferiam das linhagens
comerciais do que entre o outro grupo de B. thuringiensis e linhagens consideradas
como B. cereus isoladas das frutas e dos vegetais. O mesmo foi constatado para uma
terceira enterotoxina, CytK.

Desde que todas as linhagens comerciais abriguem genes para todas as trés
enterotoxinas, HBL, NHE, e CytK ha um risco de que os niveis elevados destes
organismos possam causar infeccdo em humanos. E sabido ainda, que a bactéria B.
thuringiensis ndo pode ser separada de B. cereus por comparagdo de marcadores
genéticos cromossomais, fazendo-se necessario que os produtores agricolas e as
autoridades responsaveis pela seguranga alimentar considerem a quantidade de
residuo do inseticida a base de B. thuringiensis em produtos, apés a colheita. A
recomendacdo € de que os niveis de residuos de B. thuringiensis, que codificam
enterotoxinas, estejam entre 10° e 10° UFC/g, e que ndo sejam alcancados no dia do
consumo (FREDERIKSEN et al., 2006).

Em outro trabalho, amostras fecais de sete homens, trabalhando em casa de
vegetagcdo com inseticidas a base de B. thuringiensis, foram examinadas e os isolados
encontrados foram indistinguiveis das linhagens utilizadas em formula¢cdes comerciais.
No entanto, nenhum efeito gastrointestinal foi verificado em cinco dos sete
trabalhadores, e nenhuma evidéncia comprovou que o0s efeitos nos outros
trabalhadores estejam relacionados com a presenca da bactéria avaliada, isolada de
suas fezes (JENSEN et al., 2002).



63

Sabe-se que a proteina Cry ndo é toxica ao homem e suas acdes englobam
inUmeras vantagens, como especificidade ao inseto-alvo, efeito ndo poluente ao
ambiente, inocuidade a mamiferos e vertebrados e por ndo serem fitopatogénicas.
Contudo, a potencialidade dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis é aumentada
quando se utiliza, além dos cristais, esporos da bactéria nas formula¢gdes. Portanto, a
aplicacéo e comercializacdo de novos produtos sempre passa por cuidados extremos

antes da liberacdo dos mesmos.

Andlise da estrutura genética entre populacdes de diferentes colecbes e

regides geograficas

Neste trabalho avaliou-se a estrutura genética de 650 isolados de B.
thuringiensis, por meio da técnica de PCR-RFLP, acessando o0 grau de
heterogeneidade genética das populacdes de isolados, entre as colecdes e regides
brasileiras, verificando a frequiéncia de distribuicdo dos mesmos nas diferentes colecbes
e regides do Brasil.

A obtencdo de 78 haplétipos, definidos para as populacbes da diferentes
colecbes (Tabelas 2 e 3), e 76 haplotipos, definidos para as populacdes de diferentes
regides brasileiras (Tabelas 6 e 7) retratam a baixa variabilidade genética para os loci
hblA, plcR, nheBC e cryl analisados. Os haplétipos definidos com a analise conjunta
dos alelos de amplificacdo e de restricdo, permitiram detectar a diversidade genética
variavel em funcdo da colecéo e da localidade de origem das populacdes. Resultados
contrarios foram obtidos por PICCHI et al., (2006), os quais permitiram detectar niveis
diversidade genética variaveis no sistema de restricdo-modificacdo de Xylella fastidiosa,
em funcdo do hospedeiro e/ou localidade de origem da bactéria, também por PCR-
RFLP, utilizando anélises de estruturagdo de grupos genéticos.

As maiores variagbes ocorrentes, contudo, encontram-se nos alelos 2 e 6,
referentes aos sitios de restricdo das enzimas Mboll e Haell, nos loci hblA e plcR,
respectivamente. Neste trabalho, o maior polimorfismo gerado foi para o gene pIcR, um

gene regulador, responsavel pela transcricdo de genes que codificam a atividade
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hemolitica, incluindo fosfolipases e hemolisinas caracteristicas de B. thuringiensis e de
B. cereus. O rompimento do plcR em B. cereus e em B. thuringiensis reduz
drasticamente a atividade hemolitica e as propriedades citotoxicas destes organismos,
em comparacdo com B. anthracis que ndo produz estas proteinas, devido a uma
mutacdo no gene regulador plcR. Diferentes tipos de muta¢des sao responsaveis por
estes fendtipos, sendo que um tipo de mutacdo em plcR foi verificada em linhagens de
B. anthracis sugerindo que esta € um traco distintivo para a espécie.

Para tanto, o que caracteriza membros do grupo de B.cereus ndo € a presenca
ou auséncia do gene, mas as mudancas na expressdo do pIcR, que ocorre nas
linhagens de B. anthracis (SLAMTI et al., 2004).

A estrutura populacional do grupo de B. cereus foi avaliada por KO ET al. (2004),
gue observou uma mutacdo no gene pIcR, encontrada somente em linhagens de B.
anthracis. Embora esse gene nao seja funcional, sua taxa mutacional em B. anthracis
foi muito baixa, como nos outros genes cromossomais. Os autores sugerem que a
inativacdo do plcR-regulador devido a mutacbes do plcR, deve ter evoluido
recentemente, ou seja, apds a especiacdo de B. anthracis (MIGNOT et al., 2001).

O presente estudo verificou que as populagcbes de isolados avaliados
apresentam diferentes tipos de mutacdes no loco plcR, regulador de fendtipos que
caracterizam e diferenciam bactérias do grupo de B. cereus, sendo esse o loco mais
variavel das colecgoes.

Para ser introduzido no mercado e utilizado, um bioinseticida baseado em B.
thuringiensis deve ser avaliado para assegurar-se de que Seu USO ndo cause riscos a
saude humana e ao ambiente. Nos Estados Unidos, a agéncia de protecdo ambiental
(USEPA) e os estados individuais (geralmente o departamento do estado da
agricultura) registram ou licenciam inseticidas para uso comercial. Os testes requeridos
para avaliar a toxicidade ndo devem indicar nenhum efeito adverso significativo nos
animais testados e no ambiente, garantindo assim a seguranca dos produtos a base de
B. thuringiensis (VILAS-BOAS et al., 2007) (maiores detalhes podem ser encontrados

em: www.epa.gov/pesticides/biopesticides/regtools/quidelines/index.htm).
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Diversos ensaios constataram a eficiéncia de isolados, das colegdes
caracterizadas neste estudo, em programas de controle biologico, com perspectivas
para novas linhagens eficientes no controle de diferentes espécies de insetos ou ainda,
insetos ndo suscetiveis as linhagens utilizadas até entdo (THULER et al., 2007; VIANA,
2007; FATORETTO, 2002). A partir da eficiéncia bioinseticida comprovada, analises de
estrutura populacional foram efetuadas neste trabalho, verificando diferencas entre
populagdes de diferentes colec¢des e regides.

As populacdes das colecbes B (Piracicaba) e C (Sete Lagoas) foram
significantemente diferentes, segundo valores FSTs, da colecdo A (Jaboticabal).
Diferencas entre colecdes podem estar relacionadas a origem dos isolados ou, quando
os isolados sdo da mesma regido de origem, ao intervalo de tempo entre as coletas, as
condi¢des de isolamento, como diferengas de solo, plantio/cultura, bem como préticas
culturais empregadas nesses cultivos (adubacgdo, agrotoxicos etc.). Neste caso, a
populacédo da colecédo A, apesar de menos numerosa, possui a maior diversidade em
relacdo a origem e uma maior amostragem de isolados por regido, sendo eles
provenientes das regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste, contendo ainda isolados sem
definicdo de origem. Isto pode ser um fator determinante da diferenciacdo desta
colecdo em relagdo as outras. Na populacdo da colecédo B, por exemplo, os isolados
provém de diversas regides brasileiras e até de outros paises, mas a grande maioria é
originaria da regido Sudeste, assim como a populacdo da Colec¢éo C.

Diferencas significativas também foram verificadas entre populacbes
provenientes das diferentes regides brasileiras. Foram estabelecidos 76 diferentes
haplétipos entre as regides, mostrando a diversidade haplotipica existente em
populacdes de B. thuringiensis. No entanto, por estar em menor quantidade, a regiao
Norte-Nordeste ndo alcangou niveis significativos de diferenciacdo genética em relagéo
a regido Sudeste, que estad bem melhor representada em numero de isolados. Desta
forma ndo se pode afirmar que, para essas regides, um possivel fluxo génico tenha
ocorrido, ja que as propor¢cdes em numero de isolados que compdem essas duas

populagcdes sao muito desiguais.
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Mesmo com os maiores valores de diferenciacdo obtidos entre populacbes das
regides Sul e Centro-Oeste, deve ser considerada a possibilidade de trocas genéticas
entre as linhagens das diferentes popula¢gdes tanto quando comparadas as regides,
como quando comparados os isolados da mesma regido, com evidéncias para
transferéncia de DNA tanto intracelular quanto intercelular, determinada pela extensiva
presenca de elementos transponiveis nos plasmideos de B. thuringiensis (MENDONCA,
2002).

Deve-se ainda considerar a facilidade com que trocas genéticas ocorrem entre
isolados da mesma espécie ou mesmo entre as espécies compreendidas no grupo de
B. cereus.

Entre isolados da mesma regido as distancias euclidianas (analise multivariada)
verificadas em alguns grupos foram relativamente baixas, nulas ou quase nulas
(Figuras 3 a 7). Os agrupamentos constituem-se de isolados semelhantes, que
compartilham haplétipos também semelhantes, sendo alguns grupos constituidos por
uma populacéo clonal de isolados de B. thuringiensis.

Populacao clonal de B. thuringiensis também foi encontrada por SWIECICKA &
MAHILLON (2005). A estrutura clonal de isolados de B. thuringiensis do nordeste da
Polbnia nédo se correlacionou com a diversidade de genes cry encontrada naquela
regido. Isso enfatiza a importancia da transferéncia horizontal de genes cry que ocorre
entre isolados selvagens de B. thuringiensis.

Os isolados de um mesmo grupo que compartilham o mesmo haplétipo ndo
estdo associados a uma maior ou menor porcentagem de mortalidade verificada em S.
frugiperda (FATORETO, 2002) e em P. xylostella (THULER et al., 2007) visto que,
dentro de todos os haplotipos, existem isolados altamente eficientes, pouco eficientes
ou até mesmo com eficiéncia nula no controle desses insetos. Apesar de alguns
haplotipos serem especificos para determinada regido, observou-se também que
diversos isolados de diferentes regides compartilham o mesmo haplétipo, indicando ndo
haver associagéo de haplotipos com regides geograficas.

Andlises gendmicas tém mostrado que uma fracdo dos genomas bacterianos da

espécie (5 al5%) pode originar-se de outra espécie pela transferéncia horizontal de
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segmentos homologos ou heterélogos, incluindo elementos transponiveis mediados por
plasmideos ou fagos (MAJEWSKI & COHAN 1999; OCHMAN et al., 2000). Esta
observacdo enfatiza a importdncia dos eventos de recombinacdo genética nas
bactérias, conduzindo as diferencas profundas entre elas e outros organismos
sexuados (eucariotos) que sdo a base dos conceitos atuais das espécies (COHAN,
2002). Contudo, a especiacdo nas bactérias requer essencialmente a divergéncia
ecoldgica, visto que em eucariotos, altamente referidos como seres com reproducao
sexuada, ha a necessidade de divergéncias reprodutiva e ecoldgica (COHAN, 1994).

A despeito destas conclusdes, muitos pesquisadores discutem a classificagédo de
B. thuringiensis e B. cereus: se essas duas bactérias pertencem a uma Unica espécie
ou a duas diferentes. Discutem ainda as semelhancas com outros membros do grupo,
como o B. anthacis, que segundo HELGASON et al. (2000) deve ser considerado uma
linhagem de B. cereus, implicando ndo s6 na taxonomia, mas em conseqiéncias com
respeito a viruléncia e ao potencial de transferéncia horizontal de genes dentro do
grupo de B. cereus. Isso se reflete na seguranca dos produtos a base de B.
thuringiensis, ja que esta é uma das bactérias que também compde o grupo a que

pertence o B. cereus.
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CONCLUSOES

e Isolados comumente utilizados em testes de efetividade a insetos sédo
portadores de genes de enterotoxinas;

e As populagdes de B. thuringiensis se diferenciam geneticamente de
acordo com a colecao e regido de origem.

e As populagbes de B. thuringiensis se diferenciam entre si, mas existe
grande semelhanca genética entre isolados provenientes da mesma
colecao/regido, formando grupos de clones.



69

REFERENCIAS

AGAISSE, H.; GOMINET, M.; EKSTAD, O.A.; KOLSTU, A.; LERECLUS, D. PIcR is a
pleiotropic regulator of extracellular virulence factor gene expression in Bacillus
thuringiensis. Molecular Microbiology, Oxford, v.32, n.5, p.1043-1053, 1999.

COHAN, F.M. The effects of rare but promiscuous genetic exchange on evolutionary

divergence in prokaryotes. American naturalist, Chicago, v.143, p.965-986, 1994.

COHAN, F.M. What are bacterial species? Annual Review of Microbiology, Palo Alto,
v.56, p.457-487, 2002.

DEMPSTER, A.P.; LAIRD, N.M.; RUBIN, D.B. Maximum likelihood from incomplete data
using the EM algorithm. Journal of the Royal Statistical Society, London, 1977.

DING, Y.; UITTO, V.J.; FIRTH, J.; SALO, T.; HAAPASALO, M.; KONTTINEN, Y.T;
SORSA, T. Modulation of host matrix matalleproteinases by bacterial virulence factors
relevant in human periodontal diseases. Oral Diseases, Hampshire, v.1, n.4, p.279-286,
1995.

EXCOFFIER, L.; LAVAL, G.; SCHNEIDER, S. Arlequin (version 3.0): an integrated
software package for population genetics data analysis. Evolutionary Bioinformatics
Online, Auckland, v.1, p.47-50, 2005.

EXCOFFIER, L.; SLATKIN, M. Maximum-likelihood estimation of molecular haplotype
frequencies in a diploid population. Molecular Biology and Evolution, Chicago, v.12,
p.921-927, 1995.



70

FATORETTO, J.C. Associacdo de bioensaio e caracterizacdo molecular para selecao
de isolados de Bacillus thuringiensis efetivos contra Spodoptera frugiperda. 2002.105f.
(Monografia). Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, 2002.

FREDERIKSEN, K.; ROSENQUIST H.; JORGENSEN K.; WILCKS A. Occurrence of
natural Bacillus thuringiensis contaminants and residues of Bacillus thuringiensis-based
insecticides on fresh fruits and vegetables. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v.72, n.5, p.3435-3440, 2006.

GRANUM, P. E.; O’'SULLIVAN, K.; T. LUND. The sequence of the non-haemolytic
enterotoxin operon from Bacillus cereus. FEMS Microbiology Letters, Amsterdam,
v.177, n.2, p.225-229, 1999.

HANSEN, B. M.; HENDRIKSEN, N. B.. Detection of enterotoxic Bacillus cereus and
Bacillus thuringiensis strains by PCR analysis. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, v.67, n.1, p.185-189, 2001.

HELGASON, E.; OKSTAD, O. A.; CAUGANT, D. A.; JOHANSEN H. A.; FOUET, A,
MOCK, M.; HEGNA I.; KOLSTO , A. Bacillus anthracis, Bacillus cereus, and Bacillus
thuringiensis—one species on the basis of genetic evidence. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 66, n.6, p.2627-2630, 2000.

HSIEH, Y. M.; SHEU S. J.; CHEN, Y. L.; TSEN, H. Y. Enterotoxigenic profiles and
polymerase chain reaction detection of Bacillus cereus group cells and B. cereus strains
from foods and food-borne outbreaks. Journal of Applied Microbiology, Oxford, v.87,
n.4, p.481-490, 1999.



71

JACKSON, S. G.; GOODBRAND, R. B.; AHMED, R.; KASATIYA, S. Bacillus cereus and
Bacillus thuringiensis isolated in a gastroenteritis outbreak investigation. Letters in
Applied Microbiology, Oxford, v.21, n.2, p.103-105, 1995.

JENSEN, G. B.; LARSEN, P.; JACOBSEN, B. L.; MADSEN, B.; SMIDT, L.; ANDRUP,
L. Bacillus thuringiensis in fecal samples from greenhouse workers after exposure to B.
thuringiensis-based pesticides. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v.68, n.10, p.4900-4905, 2002.

KO, K. S.; KIM, JW.; KIM J.M.; KIM, W.; CHUNG, S.; KIM, I. J.; KOOK, Y.H. Population
structure of the Bacillus cereus group as determined by sequence analysis of six
housekeeping genes and the plcR gene. Infection and Immunity, Washington, v.72,
n.9, p.5253-5261, 2004.

LANGE, K. An approximate model of polygenic inheritance. Genetics, Austin, v.147,
n.3, p.1423-30, 1997.

MAJEWSKI, J.; COHAN, F.M. Adapt globally, act locally: the effect of selective sweeps
on bacterial sequence diversity. Genetics, Austin, v.152, p.1459-1474, 1999.

MENDONCA, P. C. Caracterizacdo e sequenciamento dos plasmidios pMC1 e pMC2 de
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis isolado T01-328. 2002. 53f. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia - Area de concentracdo Genética e Melhoramento de Plantas)
- Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, 2002.

MIGNOT, T.; MOCK, M.; ROBICHON, D.; LANDLER, A., LERECLUS, D., FOUET, A.
The incompatibility between the PIcR- and AtxA-controlled regulons may have selected
a nonsense mutation in Bacillus anthracis. Molecular Microbiology, Salem, v.42,
p.1189-1198, 2001.



72

NOGUCHI, H. Development of Bacillus thuringiensis in Japan. In: KIM, L. (Ed.)
Advanced engineered pesticides. New York: Marcel Dekker, 1993. p. 283-291.

OCHMAN, H.; LAWRENCE, J.G.; GROISMAN, E.A. Lateral gene transfer and the
nature of bacterial innovation. Nature, London, v.405, p.299-304, 2000.

PICCHI, S.C.; VILAS-BOAS, L.A.; CERESINI, P.C.; LEMOS, E.G.M.; LEMOS, M.V.F.
Strain variability in the DNA immigration control region (ICR) of Xylella fastidiosa.
Research in Microbiology, Paris, v.157, n.3, p.254-262, 2006.

SLAMTI, L.; PERCHAT S.; GOMINET M.; VILAS-BOAS, G.; FOUET A.; MOCK M.;
SANCHIS, V.; CHAUFAUX J.; GOHAR M.; LERECLUS, D. Distinct mutations in PIcR
explain why some strains of the Bacillus cereus group are nonhemolytic. Journal of
Bacteriology, Washington, v.186, n.11, p.3531-3538, 2004.

SWIECICKA, I.; MAHILLON, J. The clonal structure of Bacillus thuringiensis isolates
from north-east Poland does not correlate with their cry gene diversity. Environmental
Microbiology, Oxford, v.7, n.1, p.34-39, 2005.

THULER, A.M.G.; THULER, R.T.; CICERO, E.S.; DE BORTOLI, S.A.; LEMOS, M.V.F.
Estudo da variabilidade génica em isolados brasileiros de Bacillus thuringiensis para
emprego no controle bioldgico de Plutella xylostella. Boletin de Sanidad Vegetal-
Plagas, Madrid, v. 33, 2007 (no prelo).

VIANA, C. L. T. P. Selecao de isolados de Bacillus thuringiensis Berliner efetivos em
lagartas de Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE). 2007. 103f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia — Entomologia Agricola) - Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2007.



73

VILAS-BOAS, G.T.; PERUCA, A.P.S.; ARANTES, O.M.N. Biology and taxonomy of
Bacillus cereus, Bacillus anthracis, and Bacillus thuringiensis. Canadian Journal of
Microbiology, Ottawa, v.53,n.6, p.673-687, 2007.

VILAS-BOAS, G.; SANCHIS, V.; LERECLUS, D.; LEMOS, M. V.F.; BOURGUET, D.
Genetic differentiation between sympatric populations of Bacillus cereus and Bacillus
thuringiensis. Applied and Environmental Microbiology, v.68, n.3, p.1414-1424,
2002.

WEIR, B. S. Genetic Data Analysis. 2nd. Ed. Sunderland, MA: Sinauer. 455p, 1996.

WRIGHT, S. The genetical structure of populations. Annals of Eugenics, London, v.

15, p. 323-54, 1951.



74

CAPITULO 4 - CARACTERIZA(}AO MOLECULAR DE ISOLADOS BRASILEIROS DE
Bacillus thuringiensis E EFICIENCIA DE CONTROLE PARA Plutella xylostella (L.,
1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

INTRODUCAO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é a
praga que provoca as maiores perdas em plantacdes de brassicas, principalmente
repolho, em todas as regides produtoras do mundo (ULMER et al., 2002). As perdas
com a ocorréncia desse inseto num plantio podem chegar a 100%, independente do
periodo de desenvolvimento da planta em que ocorre, sendo que 0 prejuizo excedeu a
1 bilhdo de ddélares anual, j& em 1993 nos Estados Unidos (TALEKAR & SHELTON,
1993).

Na tentativa de conter o problema ocasionado pela traca, o controle quimico tem
sido o método mais empregado a varios anos, no entanto, sua utilizacdo incorreta tem
provocado a selecdo cada vez mais frequente de populacdes resistentes (CASTELO
BRANCO et al.,, 2003). Para minimizar esse problema, uma das alternativas
empregadas € o controle biolégico através da aplicagdo de inseticidas a base da
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis.

As diversas linhagens de B. thuringiensis produzem, em adicéo as 3-endotoxinas,
uma série de outras toxinas que podem ou néo participar da acdo entomopatogénica. A
proteina Cyt, de peso molecular 28 kDa, é uma citolisina de ac¢do inespecifica, sendo
acumulada no cristal juntamente com as 3-endotoxinas (LERECLUS et al., 1993). Aléem
desta, as proteinas Vip (“vegetative insecticidal proteins”), também produzidas por
muitas linhagens de B. thuringiensis, possuem 80-100 kDa e apresentam amplo
espectro de hospedeiros (ESTRUCH et al., 1996).
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Os resultados de controle obtidos inicialmente com Bt tornaram frequente sua
utilizacdo; no entanto, a maioria dos produtos formulados com essa bactéria,
encontrados no mercado, sdo formulados com B. thuringiensis var. kurstaki que
expressa as toxinas CrylAa, CrylAb ou CrylAc. Isto significa que as ligacdes das
toxinas com o epitélio, no intestino do inseto, ocorrem através dos mesmos receptores
de membrana, facilitando o aparecimento de popula¢des resistentes, 0 que ja vem
sendo relatado (TANG et al., 1996).

As primeiras observacfes da expressdo de resisténcia de insetos ao tratamento
com preparacdes de B. thuringiensis foram observadas em experimentos com presséo
de selecdo, em laboratério. Somente para P. xylostella foram constatadas populacdes
de campo resistentes a B. thuringiensis. Essas populacdes foram relatadas no Estados
Unidos, América Central e Asia (PEREZ & SHELTON, 1997; TABASHNIK, 1994;
WRIGHT et al., 1997; ZHAO et al., 1993).

Para resolver estes problemas, varios podem ser os caminhos, incluindo-se o
manejo da resisténcia (TABASHNIK et al., 1998), que pode ser realizado através da
utiizacdo de diferentes bactérias entomopatogéncias eficientes contra a praga;
formulacdes mistas de diferentes bactérias ou de isolados de B. thuringiensis, que
apresentem varios genes cry (isolada ou conjuntamente). Dessa forma muitos
pesquisadores e companhias vém desenvolvendo programas de selecao global ou local
para encontrar novos isolados com atividade inseticida aumentada.

Os isolados obtidos por estes programas tém seus genes cry identificados, na
maioria das vezes, por meio de tecnologias baseadas na Reacdao em Cadeia da
Polimerase (PCR) com iniciadores com especificidade para diferentes genes. Além de
ser usada com sucesso para determinar a distribuicdo desses genes em colecdes
naturais de isolados de B. thuringiensis (BEN-DOV et al., 1997; BRAVO et al., 1998;
CAROZZl et al., 1991; VILAS-BOAS & LEMOS, 2004).

Nesse sentido, alguns trabalhos vém sendo realizados para caracterizar
populacBes de B.thuringiensis, eficientes contra P. xylostella, isolados de varias regides
do mundo, através de métodos morfolégicos, bioquimicos e moleculares (BOBROWSKI
et al., 2001; MONERAT et al., 2004, MEDEIROS et al., 2005).
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Com base nessas informacdes, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar
molecularmente 16 isolados de B. thuringiensis e as linhagens B. thuringiensis var.
kurstaki e var. tenebrionis, bem como determinar a patogenicidade dos mesmos a traca-

das-cruciferas.



77

MATERIAL E METODOS

Inicialmente foram selecionados 15 isolados: BRgs, BRgs, BR11, BR12, BR1s, BR17,
BR1s, BR21, BR37, BR4g, BRs4, BR75, BR7s, BRgy € BRgp; além das linhagens HD1 de B.
thuringiensis var. kurstaki e B. thuringiensis var. tenebrionis, da cole¢cdo do Laboratorio
de Genética de Bactérias e Biotecnolgia Aplicada (LGBBA) da FCAV-
UNESP/Jaboticabal-SP, para utilizagdo na identificacdo das subclasses do gene cryl e
nos bioensaios. Para estes, foram utilizados espécimes de P. xylostella provenientes da
criacdo mantida no Laboratorio de Biologia e Criacdo de Insetos da mesma
Universidade.

Todos os bioensaios foram realizados em temperatura de 25+1°C, umidade

relativa de 70+10% e fotofase de 12h, em sala climatizada.

1. Extracdo de DNA pelo Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad)

Os isolados de B. thuringiensis foram previamente cultivados em placas
contendo meio NA sodlido, por 12 h a 30°C. Para cada isolado uma col6nia foi
ressuspendida em 1 ml de &gua estéril em tubos de microcentrifuga e levados a
centrifugacao por 1 min. a 15.000 x g a 20°C.

Apbs centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 200 ul da
Matriz InstaGene Matrix (Bio-Rad) e, em seguida, o material foi incubado em banho-
maria a 56°C por 20 min, agitado rigorosamente em vortex por 10 s e incubado em
agua fervente (100°C) por 8 min. A amostra foi novamente agitada em “vértex” por 10 s
e centrifugada a 20°C por 3 min. Finalmente, 200 ul do sobrenadante foram colhidos,
transferidos para um poco de uma microplaca de polipropileno contendo 96 pocos
(DNA de um isolado/poco), a qual foi estocada em freezer - 20°C até o momento do

uso.
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2. ldentificacdo de subclasses do gene cryl

A identificacdo das subclasses do gene cryl nos isolados de B. thuringiensis
estudados foi realizada para cinco subclasses: crylAb, crylAc, crylB, crylC e crylF
(Tabela 1.). Os iniciadores para esses genes foram elaborados e otimizados no
laboratoério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no trabalho.

Pares de
LA bases Numero de
Genes Sequéncias -
amplificados Acesso
(pb)

5' ATGAACAGTGCCCTTACAAC 3'

CYLAD o T ACTTCCTTCTATGCCCTGAG 3 423 M12661

5 ATCGCTCGTCTATCGGCATTG 3’

CYIAC 5 AGCCAGCCCTCACGTTCTTC 3 400 LA,

5'AACCCTAACCGAAACGCTG3’
CY1B 5 AGCACCGGAAGATACTAGAAG 3 375 LT,

5 GAAAGTGTGGAGAACCGAATC 3

eYIC 5 TGGGATAACAAGGACCGAAC 3 616 AY955268

5 TGTAGAGCCGTTTGTTAGTG 3

CYIF 5 GCTTGGGAATAGTGCGAC 3 645 M63897

As reacOes de amplificacdo para estes iniciadores foram conduzidas em um
volume de 20 ul contendo: 20 ng de DNA molde, 250 uM de uma solucdo de dNTPs
(20mM); 2,0 mM de MgCl,; 0,4 uM de cada iniciador; 1,0 U da enzima Tagq DNA
polimerase (Invitrogen®); solucdo tamp&o para a reacédo de PCR (1X) e agua destilada
Milli-Q previamente esterilizada (gsp 20 pl). Em todos os lotes de reacao realizou-se um
controle negativo no qual a quantidade de DNA foi substituida por agua Milli-Q,
previamente esterilizada.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em aparelho termociclador (PTC-

100 “Programmable Thermal Controller” - MJ Research, inc.), equipado com circuito
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“Hot Bonnet”, onde foi utilizado o seguinte programa: um passo inicial de desnaturagao
de 5 min a 95°C e 31 ciclos consistindo de um ciclo de desnaturagdo a 95°C por 1 min;
pareamento dos oligonucleotideos a 48°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min e, ao
final dos ciclos, um passo extra de extens&o a 72°C por 5 min. Ao fim do programa foi
adicionado um passo para a manutencdo da amostra a 13°C até a retirada dos tubos do
termociclador.

Apés as amplificages, adicionou-se as amostras 2 ul de tampdo de amostra
(“loading buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%). Um volume de 15 ul de
cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, contendo brometo de etideo (0,5
ug/ml) e submetido a eletroforese horizontal por 2 h, a 70 V, conduzida em tampéo TEB
1X (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM com pH 8,3), também adicionado
de brometo de etideo (0,5 pug/ml). Em todas as eletroforeses realizadas foi adotado o
emprego de uma amostra de DNA, com fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos
de 1kb “1kb DNA ladder”, produzida pela Invitrogen®, a qual serviu como referéncia de
migracdo eletroforética para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos nas
reacdes de amplificacao.

Os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em

equipamento GEL DOC 2000 - Bio-Rad, através do software Quantity-one.

3. Bioensaios

O bioensaio foi realizado com 16 isolados de B. thuringiensis, além da linhagem
padrdo B. thuringiensis var. kurstaki — HD-1 (Lepidoptera-especifico), a linhagem
padrdo B. thuringiensis var. tenebrionis (Coleoptera-especifico) e duas testemunhas,
sendo uma com agua destilada esterilizada e outra composta por agua destilada
esterilizada e 0,05% de Tween 20® (espalhante adesivo).

Os isolados foram cultivados em placas de Petri com meio de cultura Agar
Nutriente “NA” (extrato de carne 3g/L, peptona bacterioldgica 5g/L e Agar 15g/L) e

incubados a 30°C, durante 5 dias, permitindo assim completa esporulacéo e liberacao
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de cristais. Apds este periodo, todo contetdo bacteriano foi transferido, com auxilio de
alca de platina, para tubo Falcon contendo 10 ml de agua Milli-Q autoclavada e 0,05%
de Tweem 20°. A suspenséo obtida foi homogeneizada por agitacdo em tipo Vértex e a
partir desta, foram feitas duas suspensées seriadas, sendo a primeira 10™ e a segunda
10, A suspenséo seriada 107 foi utilizada para contagem de esporos em camara de
NeuBauer , para padronizacéo a uma concentracéo de 3x108 esporos/ml, que constituiu
a suspensao testada no bioensaio.

Para cada isolado foram utilizados 5 discos de couve com diametro de 8 cm, que
foram pulverizados com volume de 0,5 ml da suspenséo por face do disco, além das
testemunhas, para as quais seguiu-se 0os mesmos procedimentos. A pulverizagdo foi
realizada com auxilio de uma pistola para pintura, tipo aerografo, acoplada a um
compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com pressdo operacional de 25Ibf/pol?,
sob capela de exaustdo. ApOs a secagem por duas horas em condicdo ambiente, 0s
discos de folha foram colocados sobre papéis filtro circulares, levemente umedecidos
com agua, dentro de placas de Petri. Sobre cada disco foliar colocou-se 12 lagartas de
P. xylostella de segundo instar para alimentagéo (Figura 1).

As placas com os tratamentos foram mantidas em sala climatizada sob
temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas, sendo que
a primeira avaliacdo foi feita com 24 horas, devido ao modo de acdo da bactéria, e as
demais diariamente até o inicio da formacao da pré-pupa.

Avaliou-se a mortalidade causada pelos isolados e os dados obtidos foram

submetidos a analise de variancia e confrontados pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Figura 1. Sequéncia do bioensaio com Bacillus thuringiensis em lagartas de
Plutella xylostella: A: suspenséo esporos/cristais em tubo Falcon; B: capela de exaustao
para pulverizacdo associada ao compressor; C: pistola pulverizando a suspensao sobre
o disco de couve; D: secagem dos discos sob condicdes ambiente; E: placas de Petri

para o confinamento; F: experimento em sala climatizada (VIANA, 2007).
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A analise molecular com utilizagdo dos iniciadores especificos para os genes

crylAb, crylAc, crylB, crylC e crylF gerou produtos de PCR com fragmentos de
tamanho esperado (423, 400, 375, 616 e 645, respectivamente), indicando a presenca
desses genes em diferentes isolados (Figura 2A, B e C) com excecédo da linhagem B.

thuringiensis var. tenebrionis, utilizada como
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Figura 2. Eletroforogramas do material amplificado com os iniciadores especificos.
A: crylAb e crylB. B: crylC e crylF. C: crylAc. TM: Tamanho Molecular: 1kb plus
DNA ladder. CN: Controle Negativo. TENB: B. thuringiensis var. tenebrionis. BRgs a

BRyo: isolados de B. thuringiensis.
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Os isolados estudados apresentaram perfis génicos muito variados, uma vez que
pela utilizacdo da andlise por PCR foi possivel identificar cinco genes cry, em 16
isolados de B. thuringiensis. Desses, a maior freqiiéncia encontrada foi para o gene
crylB, encontrado em 14 isolados, seguido por crylAc (8 isolados) e crylF (8), crylAb
(7) e crylC (2) (Tabela 2).

Tabela 2. Conteudo génico de isolados de Bacillus thuringiensis var. kurstaki de

diferentes regides brasileiras e atividade inseticida para lagartas de Plutella xylostella.

Isolados Origem crylAb crylAc crylB  crylC crylF Mortalidade
(%)

HD1 Bacillus Stock + - + - - 100,00
Center (EUA)

BRgs Cubatao/SP - - - - + 98,00

BRgs Londrina/PR + 3 + - - 100,00

BRy; Londrina/PR - A + - - 100,00

BR1, Londrina/PR + - + - + 100,00

BRyg Londrina/PR - + + - - 100,00

BR1; Londrina/PR + + - - + 100,00

BRig Londrina/PR - + + - - 100,00

BR; Ribeirdao - + + = - 100,00
Preto/SP

BR3; Graos + - + - + 100,00
armazenados

BRug Londrina/PR - - + - - 100,00

BRs, Londrina/PR - + + + - 100,00

BRs Graos + - + + + 100,00
armazenados

BRg Graos - + + - + 100,00
armazenados

BRgo Graos + - + - + 100,00
armazenados

BRgo Graos - - + - + 100,00
armazenados

var. Bacillus Stock - - - - - 10,00

tenebrionis Center (EUA)

Test. - - - - - 12,00

(+) presenca, (-) auséncia do gene; Test. = Testemunha (agua+tween)
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A variacdo na combinacdo desses genes formou varios grupos, incluindo os
diferentes isolados, sendo possivel demonstrar que a maior parte dos isolados
apresentaram mais de um gene cry. Dentre os 16 isolados, 43,75% apresentaram trés
genes cry, 37,50% apresentaram dois, 12,50% apresentaram apenas um e 6,25%
apresentaram quatro (Figura 3A). Foram observadas dessa forma, onze combinagces
de genes nos 16 isolados, sendo que quatro isolados apresentaram a combinacédo dos
genes crylAc+crylB (maior frequéncia), trés a combinacao crylAb+crylB+crylF e os

outros nove isolados apresentaram combinacdes diversificadas (Figura 2B).

A B - Combinagio de genes
cryl apresentada pelos isolados
de B. thuringiensis.

Ol1E2@83@4

Genes cryl N° de
isolados

Aa+B

F
Aa+Ac+B
Ac+B
Aa+B+F
Aa+ Ac+F
B
Ac+B+C
Aa+B+C+F
Aa+B+F
B+F

PR RRPRPRPWODMR R

Figura 3. A) Frequéncia de genes cry nos isolados; B) Perfil génico apresentado

pelos isolados de Bacillus thuringiensis.

Em funcéo dos resultados obtidos ndo € possivel se tragar uma correlagdo entre
a presenca/auséncia dos genes cry estudados com a mortalidade ocasionada no
bioensaio com P. xylostella, uma vez que todos os isolados utilizados ocasionaram
mortalidades superiores a 98%, igualando-se ao tratamento padrdo com o isolado HD-1
de B. thuringiensis var. kurstaki (Tabela 2).
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Os principais resultados de controle com B. thuringiensis var. kurstaki foram
obtidos com produtos encontrados no mercado, formulados com essa bactéria, que
expressa as toxinas CrylAb, CrylAb ou CrylAc. As ligacbes dessas toxinas com o
epitélio, no intestino do inseto ocorrem através dos mesmos receptores de membrana,
facilitando o aparecimento de populacdes resistentes, o que ja vem sendo relatado. O
aparecimento de populacdes de P. xylostella resistentes a bactéria, em nivel de campo,
€ cada vez mais frequiente em todo o mundo (PEREZ & SHELTON, 1997; TABASHNIK,
1994; WRIGHT et al., 1997; ZHAO et al., 1993), confirmando os resultados obtidos em
laborat6rio, com o surgimento de novas populacdes resistentes pela pressdo de
selecédo (TANG et al., 1996).

Resultados positivos de controle de P. xylostella com B. thuringiensis foram
observados recentemente por CASTELO BRANCO et al. (2003), chegando a 100% de
mortalidade para larvas de segundo instar de P. xylostella. DIAS et al. (2004) também
relataram bons resultados para diferentes pragas, em trabalho com B. thuringiensis var.
kurstaki e var. aizawai, em formulagbes comerciais. No entanto, tais resultados séo
geralmente observados em populacfes de campos produtores onde produtos a base
dessa bactéria ndo sédo largamente empregados.

Tendo em vista os casos freqlentes de resisténcia, uma das formas de se
maneja-la em populacdes de campo € a utilizagdo de novos isolados de B. thuringiensis
que apresentem perfis diferenciados quanto ao conteiddo de genes cry, como 0S
encontrados nos isolados deste estudo.

A presenca dos diferentes genes cry nos isolados estudados, obtidos pela
analise de PCR, néo significa que os mesmos estdo sendo expressos, no entanto dao
um forte indicio de que estes isolados poderdo ser empregados na construcdo de
formulacdes comerciais efetivas contra diferentes pragas. Gera-se ainda, a
possibilidade de novos estudos relacionados a expresséao e insercdo desses genes em

plantas, mediante comprovacéo de sua atuagao nas mortalidades geradas nos ensaios.
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CONSIDERACOES FINAIS

Muitos trabalhos tém sido realizados para avaliar a atividade inseticida de
isolados de B. thuringiensis eficientes no controle de insetos-praga e outros associam a
mortalidade ocasionada ao conteudo de genes cry apresentado por tais isolados. Esses
conhecimentos podem levar ao conhecimento de linhagens com novas especificidades
inseticidas e mais potentes.

A analise de estrutura populacional de linhagens de B. thuringiensis efetuada
neste trabalho constatou diferencas genéticas entre populacdes de diferentes cole¢des
e regides, de acordo com a origem. No entanto, apesar de alguns haplétipos serem
especificos para determinada regido, observou-se que diversos isolados de diferentes
regibes compartiiham o mesmo haplétipo, indicando n&do haver associacdo de
haplétipos com regibes geogréficas. Desta forma, as populacdes de B. thuringiensis
provenientes de diferentes colecdes e regides de origem, se diferenciam entre si, mas
revelam grande semelhanca genética entre isolados provenientes da mesma
colecdo/regiao.

No entanto, outras caracteristicas genéticas devem ser consideradas antes da
utilizacéo de isolados de B. thuringiensis, em programas de controle biol4gico.

Neste trabalho foi avaliada a presenca de diferentes genes cryl nos isolados
estudados, obtidos pela analise de PCR. Contudo, isso ndo significa que os mesmos
estdo sendo expressos, mas dao um forte indicio de que estes isolados poderdo ser
empregados em programas de controle biolégico contra diferentes pragas, o que levaria
a formulacdo dos mesmos ou ainda possibilitaria novos estudos relacionados a
expressao e insercdo desses genes em plantas, mediante a comprovacdo de sua
atuacdo nas mortalidades geradas nos ensaios. Por sua constituicio genética
diferenciada, poderiam ser utilizados no manejo de populacdes de campo resistentes,
uma vez que alguns novos isolados de B. thuringiensis apresentam perfis diferenciados
dos comumente utilizados em formula¢cdes comerciais, quanto ao contetdo de genes

cry, como o0s encontrados nos isolados deste estudo.
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Os resultados obtidos, nas andlises da variabilidade génica nas colecbes
analisadas, destacam as cole¢cOes de Jaboticabal e Piracicaba como melhores fontes
de isolados promissores para uso em programas de Controle Biologico de pragas da
ordem Lepidoptera, considerando o conjunto analisado neste trabalho. Destaca-se,
sobretudo, o Brasil como uma fonte potencialmente rica em isolados de B. thuringiensis.

A producdo das toxinas a partir de novos isolados de B. thuringiensis
demanda estudos mais detalhados, principalmente com relacdo a seguranca no
emprego de tais produtos. A utilizag&o de isolados de B. thuringiensis em programas de
controle biolégico passa previamente pela caracterizacdo quanto ao conteudo e
expressdo de enterotoxinas, pois sua utilizagdo em culturas de consumo “in natura”
pode resultar em casos de envenenamento alimentar, quando as mesmas se fazem
presentes, colocando em risco a seguranca de seres humanos, pela exposi¢ao oral a
este organismo ou mesmo pela utilizagdo enganada de organismos semelhantes,
erroneamente caracterizadas.

Foi constatada a presenca de genes de enterotoxinas em alguns isolados
caracterizados neste estudo, e que apresentaram alta eficiéncia contra P. xylostella, um
inseto-praga da ordem Lepidoptera. Tais resultados podem indicar a possibilidade de
riscos a saude humana se os mesmos fossem utilizados sem que sejam tomadas as

devidas precaucoes.



ANEXO

92



Tabela completa de haplotipos.

Loco hblA plcR nheBC cryl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

haplétipo Isolada

Br3

R117

R174

R246

R251

R252

R253

R255

R262

1062A

1067E

1115A

32.7L

1 890BB

Br4

Br20

Br44

Br57

Br66

J3

48.1A




Loco

hblA

plcR

nheBC

cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral

Taql

Ap

Alelo

Ne do

haplétipo Isolado

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

59.17A

76.25A

86.26A

R95

R98

R104

R107

R186

R188

R225

R268

R271

926

965

1007

1072

1105

1059A

1120D

1133B

933A

933D2
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Loco

hblA

plcR

nheBC

cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral

Taql

Ap

Alelo

Ne do

haplétipo Isolado

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

933D2.B

933D2.F

933D2.G

933D2.H

933G

933P

937B

937G

938A

938E

939D

941CL

946B

2 948G

Br5

Br43

Br45

Br47

Br53

Br60

Br65

Br68

95



Loco

hblA

plcR

nheBC

cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral

Taql

Ap

Alelo

Ne do
haplétipo

Isolado

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Br70

Br71

Br72

Br78

Br82

Broo

E44

R135

R184

R230

R232

Br6

Br7

Br8

Br9

Bri0

Bril

Bri6

Bri7

Bri8

Br21

Br49
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Loco

hblA

plcR

nheBC

cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral

Taql

Ap

Alelo

Ne do
haplétipo

Isolado

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

T3A.140

T.3A259

T07.196

E28

E39

E40

E42

E43

E45

E46

E47

E49

E50

12.61A

21.5A

24.43A

R121

R122

R123

R125

R132

R140
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Loco

hblA

plcR

nheBC

cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral

Taql

Ap

Alelo

Ne do
haplétipo

Isolado

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

R154

R155

R156

R169

R205

R222

R228

930

1061B

1074A

1074B

1074F

1074H

1109l

1121B

1130C

1130H

1130l

1134B

1134C

1140C

1190D

98
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

26.7L

39.7L

40.7L

41.7L

42.7L

43.7L

44.7L

45.7L

46.7L

48.7L

858B2

939FD

939G

944B

9461

948H

4 965A

Bri2

940B

5 941FD

Bri3

Br32
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

Br34

Br67

E15

E26

E27

E41

R128

R136

R150

R197

R208

R209

R210

R213

R215

R218

697

948

971

1071

11.7L

16.7L
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

18.7L

19.7L

2.7L

22.7L

24.7L

31.7L

35.7L

36.7L

37.7L

4.7L

5.7L

6.7L

7.7L

8.7L

857AC2

858AB3

858AB4

858AB5

858B1

862CF1

862CF2

868C3
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

868C5

868C6

868C7

868C8

884A1.G

885CL

887AA

888AD

889E

889GC

889GG

9.7L

927A9

927A9.15

927A9.4

927B

927C

927D

927F

927G

927N

927R
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

927X

9330

937F

940H

94011C

941CF

941CG

941D

941FB

941G

9411

946C

946H

946JR

946L

952A

955A

957A

957BJ

964A

964C

964D
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Loco

hblA

plcR

nheBC cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral Tagl Ap

Alelo

Ne do
haplétipo

Isolado

1

2

3

4

5

6

7 8 9 10

969B

976B

976C

986A

986H

986L

986M

986N

Bri4

Br19

Br36

Ji

100.27

106.12

2.18A

3.21A

R126

R127

R171

17.7L

885CJ

937K




Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

938C

940CC

946F

947A

951AF

951AG

951AL

7 951B

Bri5

Br26

Br35

R129

R130

R217

R239

1074E

8 946K

Br27

E7

E22

R112

R114

105
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

R115

R118

R119

R149

R160

R170

R172

R175

R179

R191

R194

R198

R212

R247

R250

R274

R276

R280

702

939

963

981




107

Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

999

1142

1001B

1059B

1059C

1060D

1061C

1063B

1063C

1063D

1066B

1068E

1121C

1121D

1127B

1136A

12.7L

27.7L

28.7L

69.24A

701B

842C
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

857B

868C1

868C2

884A1.A

884A1.B

884A1.C

884A3

884A3.A

884A3.B

884A3.D

884A3.E

884A3.G

884A3.1

884A5.B

884A7

890BA

927A

927A2

927A3

927A4

927A6

927A7
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

927A7.10

927A7.4

927A9.1

927A9.10

927A9.12

927A9.13

927A9.17

927A9.19

927A9.21

927A9.5

927A9.7

927A9.8

927K

933D2.C

933D2A

933E

933F

939B

939D.3

940J

941CC

941CD
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

941
943A
943B
945D
946
9460
952B
952C
957BK
964B
971H
977D
977F
987B

9 CST23 11 1 1 1 1 0 0 0 O
Br37
Brgo
Br86
Bro3
E48
R120

R131
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

R139

R141

R144

R145

R146

R157

R158

R161

R162

R168

R173

R180

R181

R199

R224

R227

R258

R259

R277

1063A

1119A

1119B
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

1119C

1122D

1124B

1124D

1124E

1125A

1127A

1129A

1129D

1130D

1130G

1135C

1139B

1139H

11408B

1150C

1190E

47.7L

939E

939FA

939FB

939FC




Loco

hblA plcR

nheBC cryl

Polimorfismo

Ap Mboll Xbal Ap Alul

Haell Ap Dral Taql Ap

Alelo

Ne do

haplétipo Isolado

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10

939N

939S

940I

941FC

961A

10 961B

Br38

Brol

11 R273

Br4l

Br54

Br55

Br79

Br81

Bro4

Bro6

Bro7

Brog

Bro9

Br100

49.19A

R96

113
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o
har:JIc'iﬁoo Isolado
R221
12 1120J 1 1 1 o o o0 o0 0 o0 1
Br42
Brs56
1.31A
13.32A
960
10671
13 965E 1 1 1 0 o0 0 1 1 2 0
Br46
14 Br4s o 0 o o o o 1 1 1 1
Br50
Bré3
15 Br77 1 2 1 0 o o 1 1 1 1
16 Br51 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1
17 BI52 0o 0 o o 0o o0 1 1 2 0
Br58
18 BI75 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1
Br61
19 BI62 1 4 1 0 0o o0 1 1 1 1
20 BG4 1 3 1 0o 0o o0 1 1 1 1

Br69
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o
har:JIc'iﬁoo Isolado
21 R220 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
Br73
T08.024
22 965J 1 1 1 0 o0 0 1 1 2 1
23 Br74 1 1 3 0 0 0o 1 1 1 1
24 Br76 1 2 1 0 o0 0 1 1 2 1
25 Br83 15 1 o o o0 1 1 1 1
Brg4
26 Br87 1 5 1 0 0 0 0 O 0 1
27 Brss 1 2 1 1 1 1 0 0 0 1
Br89
o8 939C 1 5 1 0 0 o 1 1 1 0
29 12 1 2 1 0 0 o 1 1 1 0
30* T14.034 o 0 o 1 1 3 1 1 2 0
31* T20.002 15 3 1.1 2 0 0 o0 O
37.1A
54.3A
83.26A
97.27A
32 E20 1 1 1 1 3 3 1 1 1 0
58.17A

75.25A




Loco

hblA

plcR

nheBC

cryl

Polimorfismo

Ap Mboll

Xbal

Ap Alul

Haell

Ap Dral

Taql

Ap

Alelo

Ne do

haplétipo Isolado

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

142.30

33 153.30

58.23A

El4

R116

1130B

14.7L

29.7L

933D

965F

34 978A

93.11A

R245

R256

R260

35 R261

36 98.50A

El

37 R240

E2

R164

R182
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Loco

hblA plcR nheBC cryl

Polimorfismo

Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo

Ne do

haplétipo Isolado

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

R219

R223

1074C

1074D

1074l

38 1132D

E13

1006

701A

933K

933L

933M

937C

9371

39 951A

40 R113

R148

R165

R166

R177

R249

R254

117
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ne do

hapl6tipo Isolado

R257

R267

1128

1109K

1132A

1136B

1138A

1139D

41 1139F

R190

42 R201

R193

R200

43 R203

44 R196

45 R206

R229

928

879C

948C

46 951Al

R233




Loco

plcR

nheBC cryl

Polimorfismo

Ap Alul

Haell Ap Dral Taql Ap

Alelo

Ne do

hapl6tipo Isolado

5

6 7 8 9 10

R235

959

1069C

946E

47 965L

48 R238

R241

973

1067B

1067D

1068F

1069A

1070A

1070B

15.7L

933C

937H

938B

941F

941L

957BB

965C

119
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o
har:JIc'iﬁoo Isolado
965M
972A
MBT
49 T09 11 1 1 1 1 1 1 3 0
50 R242 11 1 1 1 4 0 0 0 0
R244
R265
1109A
1123D
51 1153A o 0 o o 0o o0 OO 0 o0 0
R248
50 939FE 11 1 0 0o o0 1 1 3 1
53 R263 0 0 0 1 1 2 0 o0 0 1
R272
1148D
13.7L
54 34.7L 11 3 0 0 0O 0 O 0 O
55 940 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1
944
884AL.F
56 940C 11 2 1.1 1 0 0 0 O
0o 0 1 1 1 1 1 1 3 0

57 970
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Loco hbIA plcR nheBC oyl

Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o
har:JIc'iﬁoo Isolado
1133
1003C
1060C
1133A
1148E
1153C
59 933D2.D 1 5 1 0o o 0 0 0 0 O
59 1.7L 1 1 1 1 3 4 1 1 3 0
10.7L
60 38.7L 1 1 3 1 1 1 1 1 1 0
61 1062C o 0 o 1 1 1 1 1 3 0
10698
1132F
937H2
939A
62 9658 1 5 1 1 1 1 0 0 o0 0
1073B
63 CSTseiva 1 5 1 1 1 1 1 1 3 0
64 20.7L 1 1 1 1 3 4 1 1 1 0
65 23.7L 1 1 1 1 3 1 1 1 1 0
66 25.7L 1 1 1 1 3 1 1 1 2 0
1 5 1 1 1 1 1 1 2 0

67 3.7L




Loco hblA plcR nheBC cryl
Polimorfismo Ap Mboll Xbal Ap Alul Haell Ap Dral Tagl Ap
Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0
har\:)léciﬁoo Isolado
68 30.7L 1 1 3 1 3 3 1 1 3 0
69 33.7L 0 0 0 0 0 0 1 1 3 0
70 933D2.E 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0
933D3
71 941M 1 5 1 1 1 1 0 0 0 1
79 939F 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
941CO
73 948F 1 5 1 1 1 1 1 1 1 0
74 941FA 1 1 2 1 1 1 1 1 3 1
75 941K 1 1 3 1 1 1 0 0 0 0
76 945E 1 3 1 1 1 1 0 0 0 0
77 972C 1 5 1 0 0 1 0 0 0 0
1 1 1 0 0 1 1 1 1 0

78 974C

122



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	SUMMARY
	CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS
	CAPÍTULO 2 - Bacillus thuringiensis: DIVERSIDADE GÊNICA EM ISOLADOS LEPIDOPTERA-ESPECÍFICOS
	CAPÍTULO 3 - ESTRUTURA GENÉTICA DE POPULAÇÕES DE Bacillus thuringiensis DE DIFERENTES COLEÇÕES E REGIÕES BRASILEIRAS
	CAPÍTULO 4 - CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE ISOLADOS BRASILEIROS DE Bacillus thuringiensis E EFICIÊNCIA DE CONTROLE PARA Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	ANEXO



