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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar os genes cry3, vipl, vip2 e vipl/vip2 em
uma colecdo de 1.078 isolados de Bacillus thuringiensis potencialmente toxicos para larvas de coledpteros.
Foram utilizados pares de oligonucleotideos iniciadores gerais obtidos a partir de regides conservadas dos
genes e do alinhamento de sequéncias consenso. Posteriormente, os isolados positivos foram caracterizados
por meio da técnica de PCR-RFLP, tendo-se utilizado enzimas de restricao especificas, para identificar novas
subclasses de genes nos isolados. Cento e cinquenta e um isolados foram positivos para os genes avaliados,
com maior frequéncia para o gene vipl/vip2 (139 isolados). Pela técnica de PCR-RFLP, foram observados
14 perfis polimérficos, o que indica a presenca de diferentes alelos e, consequentemente, de distintas subclasses
desses genes.

Termos para indexacdo: bioprospecc¢do, Coleoptera, controle biologico, PCR-RFLP, proteinas inseticidas
vegetativas, toxicidade.

Identification and characterization of coleoptera-specific vip
and cry genes in Bacillus thuringiensis isolates

Abstract — The objective of this work was to identify and characterize cry3, vipl, vip2 and vip1/vip2 genes in a
collection of 1,078 Bacillus thuringiensis isolates potentially toxic against Coleoptera larvae. Pairs of primers
derived from conserved regions of genes and from sequence alignment consensus were used. Subsequently,
positive isolates were characterized by PCR-RFLP, using specific restriction enzymes to identify new subclasses
of genes in the isolates. One hundred and fifty-one isolates were positive for the evaluated genes, with higher
frequency for the vipl/vip2 gene (139 isolates). By PCR-RFLP, 14 polymorphic profiles were observed,
indicating the presence of different alleles, and, therefore, of distinct subclasses of these genes.

Index terms: bioprospection, Coleoptera, biological control, PCR-RFLP, vegetative insecticidal proteins,
toxicity.

¢ determinada pela ligacdo a receptores especificos
presentes no epitélio do intestino médio dos

Introducio

Bacillus thuringiensis Berliner é uma bactéria
Gram-positiva, comumente encontrada em solos,
que vem sendo utilizada como inseticida bioldgico
ha algumas décadas. Sua toxicidade ¢ atribuida a
inclusdes proteicas sintetizadas durante o processo
de esporulacdo, quando a bactéria encontra-se sob
condi¢cdes adversas. As inclusdes proteicas sdo
formadas por polipeptideos denominados de proteinas
Cry, que se acumulam na periferia dos esporos na
forma de cristais e se tornam téxicos apds a ingestao
por larvas de insetos suscetiveis. Sua especificidade

insetos-alvo (Fiuza, 2010).

Alguns isolados de B. thuringiensis sdo capazes de
sintetizar outras proteinas toxicas durante a fase de
crescimento vegetativo, as quais ndo formam cristais
e ndo tém homologia com as proteinas Cry. Essas
toxinas sdo denominadas de proteinas inseticidas
vegetativas (“vegetative insecticidal protein” — Vip)
(Estruch et al., 1996), dentre as quais, as proteinas
Vipl e Vip2 formam uma toxina bindria que apresenta
atividade contra larvas de coledpteros (Leuber et al.,
2006; Hernandez-Rodriguez et al., 2009).
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Diversas pesquisas vém sendo realizadas para
identificar novas proteinas de B. thuringiensis
com atividade toxica contra pragas que ndo sio
suscetiveis as toxinas conhecidas (Sauka et al., 2006;
Hernandez-Rodriguez et al., 2009; Costa et al.,
2010). Além disso, a resisténcia a algumas toxinas
de B. thuringiensis tem sido observada em certas
populagdes de insetos, o que torna importante a busca
denovas classes de proteinas inseticidas para programas
de manejo da resisténcia (Hernandez-Rodriguez et al.,
2009).

Ha relatos na literatura de que as proteinas Vip
ligam-se em diferentes sitios nas células do epitélio
intestinal de insetos-alvo, quando comparadas as
proteinas Cry, o que as torna excelentes candidatas
para a utilizagdo conjunta, podendo ser aplicadas para
ampliar o espectro de toxicidade e minimizar o risco
de resisténcia cruzada em organismos geneticamente
modificados (Beard et al., 2008; Hernandez-Rodriguez
et al., 2009).

Neste contexto, o estudo da variabilidade genética
de diferentes isolados de B. thuringiensis e a busca de
novas classes e subclasses de proteinas inseticidas tém
sido realizados principalmente com auxilio da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para identificar
a presenca de genes desconhecidos e direcionar os
bioensaios de toxicidade (Bravo et al., 1998; Sauka
et al., 2006; Hernandez-Rodriguez et al., 2009).

A PCR também tem sido utilizada em combinagdo
com a técnica de polimorfismo de comprimento dos
fragmentos de restricdo (RFLP), na qual o produto de
amplificacdo ¢ clivado com enzimas de restricdo ¢ o
padrao de bandas obtido em géis determina os tipos
de genes cry e vip presentes nos isolados bacterianos,
dentro de uma mesma classe, o que também pode
indicar a presenca de novos genes (diferentes alelos)
(Sauka et al., 2006; Liu et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar
os genes cry3, vipl, vip2 e vipl/vip2, por meio da
técnica de PCR, em uma colecao de 1.078 isolados de
B. thuringiensis potencialmente toxicos para larvas de
coledpteros.

Material e Métodos

Foram utilizados 1.078 isolados de B. thuringiensis
pertencentes a colecdo do Laboratorio de Genética
de Bactérias, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
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e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, SP.

O DNA dos isolados foi extraido conforme a
metodologia descrita por Letowski et al. (2005).
O isolado B. thuringiensis var. tenebrionis
(coleodptero-especifico) foi utilizado como controle
positivo nas amplifica¢cdes, para todos os genes
avaliados.

A técnica de PCR foi utilizada para identificar
os genes cry3, vipl, vip2 e vipl/vip2 no DNA
dos isolados de B. thuringiensis. Para isso, foram
utilizados os seguintes pares de oligonucleotideos
iniciadores obtidos a partir de regides conservadas
dos genes ¢ do alinhamento de sequéncias consenso:
Gral-Cry3 (Ben-Dov et al., 1997), Gral-Vipl
e Gral-Vip2 (oligonucleotideos  degenerados)
(Hernandez-Rodriguez et al., 2009). A regido
intergénica dos genes vip/ e vip2 foi analisada, tendo-
se utilizado o par de iniciadores Gral-Vip1/Vip2 (Shi
et al., 2007) (Tabela 1).

As reagdes de amplificagdo para os respectivos
pares de iniciadores foram conduzidas em volume total
de 20 pL, constituido por: 20 ng de DNA molde;
2,5 mmol L' da solugdo de dNTP; 2 mmol L-!
de MgCl,; 0,2 umol L' de cada iniciador; 1 U
da enzima 7aq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA); solu¢do tampao — Tris
200 mmol L!; 500 mmol L' de KCI, pH 8,4 —
para reacdo de PCR (10X); e agua destilada grau
Milli-Q previamente esterilizada (qsp 20 uL).
A amplificagdo foi processada em aparelho
termociclador (MJ Research, Inc., Watertown,
MA, EUA), conforme as seguintes condi¢oes:
para o par de iniciadores Gral-Cry3, 5 min a 94°C,
30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 52°C, 1 min a
72°C, com extensdo final de 5 min a 72°C; para os
pares de iniciadores Gral-Vipl e Gral-Vip2, 5 min a
95°C, 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 47°C, 1,5 min
a 72°C, com extensdo final de 10 min a 72°C; e, para
o par de iniciadores Gral-Vipl/Vip2, 5 min a 94°C,
30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 48°C, 1 min a 72°C,
com extensao final de 10 min a 72°C.

Ap6s a realizagdo das amplificagdes, foi adicionado
3 pL de tampao de amostra ("loading buffer" — 0,5%
de azul de bromofenol em glicerol a 50%) em cada
amostra amplificada. O volume final de 10 pL foi
aplicado em gel de agarose a 1,5%, contendo brometo
de etidio (0,5 ug mL") e, posteriormente, submetido
a eletroforese horizontal em cuba Sunrise por 2 horas



Identificacdo e caracterizagao de genes vip e cry 1055

a 100 V, em tampao TBE 1X (Tris 89 mmol L, EDTA
2,5 mmol L' e 89 mmol L' de acido boérico, com
pH 8,3), adicionado de brometo de etidio (0,5 ug mL™").
Em todas as eletroforeses realizadas, utilizou-se
uma amostra de DNA com fragmentos de tamanhos
conhecidos, multiplos de 1kb ("1kb DNA ladder")
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), a qual serviu como
referéncia para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos
obtidos nas reagdes de amplificacdo. Em seguida, os
géis de agarose foram visualizados sob luz ultravioleta
(UV) e fotodocumentados em Gel Doc 2000 (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA), com uso do programa Quantity-one
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

Apos a amplificagdo dos genes cry3, vipl, vip2 e
vipl/vip2, procurou-se detectar possiveis polimorfismos
nessa regido por meio da técnica de PCR-RFLP, para
identificar novas subclasses de genes nos isolados.
Para tanto, a escolha das enzimas de restri¢do foi feita
com uso do programa pDRAW 32 AcacloneSoftware,
(Acaclone, Koge, Sjaelland, Dinamarca), o qual
forneceu a localizagdo dos iniciadores gerais, as
enzimas de restricdo e 0s seus respectivos sitios,
dentro da regido amplificada dos genes. Assim, foram
identificadas as enzimas de restri¢ao, a quantidade de
fragmentos gerados e seus respectivos tamanhos.

As enzimas especificas EcoRl, Hincll e Hpall para
o gene cry3 (14 isolados); Alul e Mbol para o gene
vipl (134 isolados); Hpall e BsaAl para o gene vip2
(62 isolados); e BSaAl e Sau96l para o gene vipl/vip2
(139 isolados) foram utilizadas, separadamente, para
verificar diferencas entre sitios de restri¢ao e identificar
novos alelos dentro das familias génicas analisadas.

As reacdes de restricao foram conduzidas no volume
total de 10 uL—com 5 pL de agua, 1 U da enzima, 1 pL
de tampao (10X) Kit da enzima (Uniscience, Ipswich,

MA, EUA) e 3 pL do produto de DNA amplificado — e
foram mantidas a 37°C por 120 min. Apds a realizacdo
das restri¢des, um volume de 10 uL de cada amostra,
acrescido de 3 pL de tampao de "loading buffer", foi
aplicado em gel de agarose a 1,5%, contendo brometo
de etidio (0,5 pg mL') e, em seguida, foi submetido a
eletroforese horizontal em cuba Sunrise por 2 horas a
100 V, em tampao TBE 1X, adicionado de brometo de
etidio (0,5 pg mL™"). Utilizou-se uma amostra de DNA
com fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos
de 1 kb ("1 kb DNA ladder") (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), a qual foi utilizada para verificagdo dos
tamanhos dos fragmentos obtidos nas reacdes de
restri¢do, além de uma amostra do produto amplificado,
nao restringido, obtido para a linhagem B. thuringiensis
var. tenebrionis.

Em seguida, os géis de agarose foram visualizados
sob luz ultravioleta (UV) e fotodocumentados em Gel
Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), por meio
do programa Quantity-one (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA).

A combinacao de cada produto amplificado de PCR,
com presenga ou auséncia de sitio de restricdo para
cada enzima, foi utilizada para definir a existéncia de
alelos para um loco particular. A analise de haplotipos
por esse método foi representada pela combinagdo de
alelos (amplificagdo + restrigdo) para cada um dos
locos (Picchi et al., 2006; Fatoretto et al., 2007).

Para a analise estatistica, foi criada uma matriz de
amplificacao + restri¢do. Os dados foram agrupados e
submetidos a analise de varianciamolecular (AMOVA),
com uso do programa Arlequin (Schneider et al.,
2000). A diversidade genética dos isolados, quanto aos
genes avaliados, foi estimada e a estrutura de grupos
foi analisada.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificagdo dos genes cry3, vipl, vip2 e vip1/vip2 de isolados de Bacillus thuringiensis

e tamanho dos produtos amplificados.

Iniciador Sequéncia Nucleotideo Tamanho (pb)

Gral-Cry3®™ Direta 5’CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC3’ 620
Reversa S’CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT3’

Gral-Vip1®@ Direta 5S’TTATTAGATAAACAACAACAAGAATATCAATCTATTMGNTGGATHGG3’ 585
Reversa 5’GATCTATATCTCTAGCTGCTTTTTCATAATCTSARTANGGRTC3’

Gral-Vip2®@ Direta 5S’GATAAAGAAAAAGCAAAAGAATGGGRNAARRA3’ 845
Reversa 5’CCACACCATCTATATACAGTAATATTTTCTGGDATNGG3’

Gral-Vip1/Vip2® Direta 5S’AAATTAGTGATCCGTTACCTTCTT3’ 742
Reversa S’CAACTTGCTTTTCTTTCCCTTTAT3’

(MBen-Dov et al. (1997). ®Hernandez-Rodriguez et al. (2009). ®Shi et al. (2007).
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A andlise de agrupamento por método hierarquico
foi utilizada para classificar os genes vip em grupos,
para maximizar a similaridade interna entre eles, bem
como a heterogeneidade, com base nas informagdes
da PCR-RFLP. As analises foram realizadas com o
programa Statistica, versao 7.0 (Statsoft, 2004), tendo-
se considerado a distancia euclidiana como medida
de semelhanca ¢ o método de Ward (Hair et al., 2005)
como método de ligacao entre os grupos.

Resultados e Discussao

O DNA dos 1.078 isolados de B. thuringiensis
amplificados por PCR apresentaram diferentes
tamanhos de produtos. Para o gene cry3, o tamanho
dos produtos da amplificagdo foi de 620 pb. Com
relacdo aos genes vipl, vip2 e vipl/vip2 os tamanhos
foram de 585, 845 e 742 pb, respectivamente (Tabela 1
e Figura 1).
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Dos 1.078 isolados, 14 isolados (1,29%)
apresentaram um produto de amplificagdo esperado
para o gene cry3. Quanto ao gene vip, 134 isolados
(12,43%) apresentaram produto de amplificacdo
correspondente ao gene vipl e 62 isolados (5,75%)
ao gene vip2. Cento e trinta e nove isolados (12,89%)
apresentaram produto de amplificagdo correspondente
ao gene vipl/vip2, o que indica maior frequéncia deste
gene na colegdo analisada. Nenhum isolado apresentou
amplificacdo para os quatro genes simultaneamente.

Herndndez-Rodriguez et al. (2009) obtiveram
resultados semelhantes quanto a frequéncia dos genes
vipl e vip2. Ao analisar 507 linhagens, estes autores
obtiveram 10,7% de isolados amplificados para o gene
vipl e 9,1% para o gene vip2. Diferentemente, Arrieta
et al. (2004), ao avaliar uma cole¢do de isolados de
B. thuringiensis de planta¢des de café na Costa Rica,
observaram elevada frequéncia de genes vip2. Arrieta
& Espinoza (2006) também obtiveram resultados

750 pb

500 pb

250 pb

Figura 1. Perfil eletroforético de fragmentos amplificados de DNA de isolados de Bacillus thuringiensis. A, iniciador
Gral-Cry3 (620 pb); B, iniciador Gral-Vip1 (585 pb); C, iniciador Gral-Vip2 (845 pb); D, iniciador Gral-Vip1/Vip2 (742 pb).
MM, | kb DNA ladder; 1, Bacillus thuringiensis var. tenebrionis; CN, controle negativo da reacao.
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contrastantes, ao avaliar 146 isolados, com apenas um
isolado positivo para o gene vip2 e auséncia do gene
vipI na colegdo analisada.

Para o gene vipl/ivip2, Warren et al. (1996)
obtiveram distribuicdo de 11,9% entre os isolados
avaliados, semelhantemente ao percentual encontrado
no presente trabalho. Ja Espinasse et al. (2003), ao
analisar 125 isolados de B. thuringiensis, identificaram
os genes vipl/vip2 em 34,4% dos isolados estudados,
percentual superior ao obtido no presente trabalho.

Apenas 1,29% dos isolados foram positivos para
o gene cry3, o que diferiu de Bravo et al. (1998),
Pinto & Fiuza (2008) e Nazarian et al. (2009), que
relataram maior presencga de genes cry3 nos isolados
testados, com 12,5, 21,70 e 22,34%, respectivamente.
Ben-Dov et al. (1997), no entanto, ndo identificaram
esse gene nos isolados avaliados.

As diferengas encontradas entre os trabalhos
analisados e os resultados obtidos no presente trabalho
evidenciam a ampla distribuicdo de B. thuringiensis
em diferentes habitats, além de sua elevada
diversidade genética. Entretanto, na maioria das
colecdes avaliadas, ndo foi constatada alta frequéncia
de genes coledptero-especificos. Azambuja et al.
(2009) associaram a presenca de determinada familia
génica, em diferentes colegoes, ao local de origem de
B. thuringiensis. A distribuicdo de genes na colecao
analisada por Pinto & Fiuza (2003), em comparagao
a outras regidoes geograficas, indicou diferengas que
também podem estar associadas a fatores abidticos,
como caracteristicas fisico-quimicas do solo, as quais
ndo foram avaliadas no presente trabalho.

Em relacdo aos isolados que ndo amplificaram
para os genes avaliados, € importante ressaltar que as
sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras utilizadas
foram desenhadas a partir de sequéncias consenso, por
meio do alinhamento de poucas subclasses de genes
coledptero-especificos descritas na literatura. Assim,
presume-seaexisténciadesubclasses de genes que ainda
ndo foram caracterizadas ou relatadas na literatura, o
que explicaria porque as sequéncias oligonucleotidicas
iniciadoras utilizadas ndo amplificaram para os genes
cry3, vipl, vip2 e vipl/vip2 no presente trabalho.

A identificagdo de genes vip e cry em colegdes
de B. thuringiensis ¢é extremamente importante,
pois permite a selecdo de isolados especificos,
potencialmente toxicos para determinadas ordens de
insetos, para utilizacdo em bioensaios de toxicidade.
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As analises realizadas quanto a diversidade de proteinas
toxinas nos isolados avaliados indicam o seu grande
potencial para o controle de diferentes espécies de
pragas de importancia econémica, com destaque para
aquelas da ordem Coleoptera.

Diversos trabalhos relatam a ocorréncia de genes
vip e cry em isolados de B. thuringiensis, determinada
apenas por PCR (Loguercio et al., 2002; Espinasse
et al., 2003; Arricta & Espinoza, 2006; Nazarian
et al., 2009; Baig & Mechnaz, 2010). Embora seja
uma técnica importante para avaliar a composi¢ao
génica de colecdes de B. thuringiensis ¢ para prever
toxicidade (Thuler et al., 2007; Costa et al., 2010), a
PCR permite apenas a identifica¢do da classe do gene
amplificado e ndo da subclasse a qual o gene em estudo
pertence. Portanto, a técnica de PCR-RFLP vem sendo
utilizada para auxiliar na detecgdo e na caracterizacdo
de diferentes subclasses de genes cry e vip (Beard
et al., 2008; Liu et al., 2009; Hernandez-Rodriguez
et al.,, 2009). Contudo, essa técnica nao permite
diferenciar genes intimamente relacionados, com perfis
semelhantes (Hernandez-Rodriguez et al., 2009).

Por meio da técnica de PCR-RFLP foi possivel
identificar polimorfismo em todos os genes analisados,
o que indica a presenca de diferentes alelos para os
respectivos genes. Em relacdo ao gene cry3 e vipl, trés
padroes polimoérficos foram obtidos apds as analises
da restricdo. Para os genes vip2 e vipl/vip2 foram
obtidos dois perfis polimorficos. Esses resultados

Tabela 2. Frequéncia, desvio-padrdo e distribuicdo de
haplotipos de Bacillus thuringiensis para os genes cry3 e
Vip.

Nede Frequéncia Desvio-padrao Haplotipo
haplétipos (%)
Gene cry3
0,2000 0,1069 1111
0,2000 0,1069 1222
3 0,6000 0,1309 1233
Gene vip
1 0,0071 0,0071 111111111
2 0,4643 0,0423 111122000
3 0,0357 0,0157 111000000
4 0,0071 0,0071 111132000
5 0,4000 0,0416 111122121
6 0,0071 0,0071 122122121
7 0,0143 0,0101 122122000
8 0,0214 0,0123 122142000
9 0,0071 0,0071 111142000
10 0,0143 0,0101 111122120
11 0,0214 0,0123 122143122
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sdo indicativos de conservacdo significativa nas
sequéncias dos produtos amplificados, evidenciada
pela identificacdo de apenas trés alelos para as enzimas
que obtiveram maior nimero de sitios de restri¢do.
Entretanto, a variabilidade genética observada pode
indicar a possibilidade da existéncia de mais de uma
subclasse de gene cry3, vipl ou vip2 nos isolados
avaliados.

A analise da estrutura genética por meio do programa
Arlequin permitiu a caracterizacdo haplotipica dos
isolados de B. thuringiensis da colecao (Tabela 2).
Entre os 151 isolados avaliados, foram verificados
14 haplotipos: trés correspondentes ao gene cry3 e 11
ao gene vip (vipl, vip2 e vipl/vip2). Em relagdo aos
haplotipos obtidos para o gene cry3, a frequéncia do
haplétipo 3 foi de 0,6% dentro da colecdo avaliada.
Para os haplotipos 1 e 2, a frequéncia observada foi de
0,2% cada um. Para os genes vip analisados, obteve-
se frequéncia de 0,4% para os isolados agrupados nos
haplétipos 2 e 5, o que indica sua elevada frequéncia
na colecao. Os isolados restantes distribuiram-se em
nove haplotipos, com frequéncia inferior.

A partir dos perfis polimorficos dos genes vipl,
vip2 e vipl/vip2, por analise de agrupamento por
método hierarquico, constatou-se a formacao de dois
grupos de isolados (G1 e G2), que foram subdivididos
em dois grupos cada um: Gl 1, G1 2, G2 1 e
G2 2. O grupo G1 foi subdivido nos subgrupos
G1 1 (isolados I 1 e I 3) e G1 2 (isolados 1 27,
1 28, 1 125 e I 135). O grupo G2 foi subdivido
nos subgrupos G2 1 (isolados 1 2 e 1 4) ¢ G2 2
(isolados I 32,1 33 el 36). Os isolados pertencentes
ao mesmo agrupamento apresentaram padroes de
amplificacdo + restricdo semelhantes, o que indica
a variabilidade genética entre os grupos formados.
A analise multivariada de agrupamento contribui para
a caracterizagdo génica de isolados de B. thuringiensis
e deve ser utilizada na fase exploratdria na busca ¢
na identificagdo de proteinas inseticidas de bactérias
entomopatogénicas.

Diversos estudos de analise de diversidade genética
de bactérias vém sendo realizados nos ultimos anos.
Costa et al. (2010), ao avaliar a estrutura de grupos de
45 isolados de uma colecdo, identificaram 21 haplétipos
em relag@o aos genes cry e cyt, dos quais 13 hapldtipos
sdo exclusivos dos isolados pertencentes a colecdo do
Laboratério de Genética de Bactérias, da Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, SP. Thuler et al. (2007),
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ao analisar a estrutura genética de 650 isolados de
B. thuringiensis de diferentes regides brasileiras,
com base em resultados de amplificacdo e restri¢do,
obtiveram 78 hapldtipos para diferentes subclasses do
gene cryl, definidos para as populagoes.

Cabe destacar que, entre os 151 isolados
amplificados para os genes cry e vip, foi observada
maior frequéncia de isolados com origem em Minas
Gerais (35,48%), seguido de Goias (30,96%), Sao
Paulo (7,09%) e Parana (0,64%). Cerca de 23,87% dos
isolados amplificados sdo de regides geograficas nao
identificadas. Com base nos estudos de distribuigao
de B. thuringiensis em diferentes ecossistemas (Pinto
& Fiuza, 2003; Azambuja et al., 2009), foi observada
variabilidade regional para os genes cry entre os
isolados analisados.

As analises de agrupamento haplotipica para os
genes vip permitiram identificar dois importantes
grupos que apresentaram maior frequéncia (haplotipos
2 ¢ 5) e se distribuem entre Minas Gerais ¢ Goias,
respectivamente, consideradas importantes regides
agricolas e alvo de inumeros insetos-praga, inclusive
da ordem Coleoptera.

Embora ainda escassos, estudos de coevolugdo
de isolados de B. thuringiensis e seus hospedeiros
suscetiveis  (insetos-alvo) tém sido propostos.
A prospeccao de isolados de B. thuringiensis, associada
as caracteristicas do habitat e a sua diversidade
genética, consiste em estratégia importante para
a identificagdo de novas proteinas Cry e Vip, com
diferentes especificidades (Arrieta & Espinoza, 2006).
Portanto, a presenca de B. thuringiensis em diferentes
ecossistemas pode estar relacionada aos fatores bioticos
e abioticos presentes no habitat (Pinto & Fiuza, 2003;
Arrieta & Espinoza, 2006; Azambuja et al., 2009).
Consequentemente, analises de toxicidade em larvas
de insetos da ordem Coleoptera constituem importante
ferramenta para corroborar a possivel correlacdo
existente entre origem dos isolados, sua coevolugdo e
a presenga de polimorfismos génicos em colecdes de
B. thuringiensis.

Conclusoes

1. H4 diferentes subclasses de genes cry e vip
coleoptero-especificos na colegdo de isolados de
Bacillus thuringiensis.
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2. A técnica de PCR-RFLP permite a identificagdo
de haplotipos para os genes cry3 e vip na colecdo de
B. thuringiensis.

3. H& maior frequéncia do gene vipl/vip2 (regido
adjacente) na colegdo analisada, em comparagdo aos
outros genes em estudo.
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