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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar geneticamente 1.073 isolados de Bacillus
thuringiensis, de trés colecbes brasileiras, provenientes da UNESP, Jaboticabal, da ESALQ/
Piracicaba e da EMBRAPA. Sete Lagoas, analisando os tipos de genes cryl apresentados pelos
isolados. Para isso, foram elaborados oligonucleotideos iniciadores a partir de 16 regides
conservadas e 4 regides nao conservadas das seqtiéncias de cada uma das 16 subclasses do gene
cryl. Essas seqtiéncias foram amplificadas por PCR e a presenca de amplicons para cada subclasse
foi calculada em porcentagem por gene e por colecdo. Nessa andlise, 55,7% dos isolados
apresentaram amplificagdo para o genecryl, eas subclassescrylAa, cryl1Ab, crylAc, crylAd, crylAe,
crylAf, crylAg, e cry1Bf, crylCa e crylFaestdo presentes em alta proporcao de isolados, variando
de 43,4% a 54,9%. Verificou-se que existe uma distribuigdo das subclasses dentro do banco de
isolados de B. thuringiensis em estudo, com maior porcentagem de isolados portadores dos genes
crylAb (42,12%) e com menor porcentagem de representantes da subclasse cry1Db (0,6%). A
variabilidade génica, nas cole¢bes analisadas, destaca as cole¢bes de Jaboticabal e Piracicaba como
fontes deisolados promissores para uso em programas de Controle Biol6gico de pragas daordem
Lepidoptera. A cole¢do de Sete Lagoas, na qual as freqiiéncias das subclasses estudadas foram
relativamente baixas (abaixo de 20%), destaca somente o gene crylAb, presente em 38,5% dos
isolados desta colegao.

PALAVRAS-CHAVE: Variabilidade genética, gene cry, Bacillus thuringiensis.

ABSTRACT

BACILLUS THURINGIENSIS: GENETIC DIVERSITY OF LEPIDOPTERA-SPECIFICISOLATES.
The aim of this work was to genetically characterize 1,073 isolates of B. thuringiensis, from three
Brazilian collections - UNESP/Jaboticabal, ESALQ/ Piracicabaand EMBRAPA /Sete Lagoas-with
the main emphasis on the analysis of the cryI gene types presented by these isolates. To achieve
this purpose, oligonucleotide primers were designed based on 16 conserved and 4 unconserved
regions of the corresponding sequences from each one of the 16 subclasses of thecry1 set of genes
and used in PCR amplification assays. These sequences were amplified and the presence of
amplicons for each subclass was evaluated in terms of percentage of gene type per bacterial
collection. As a result, 55.7% of the isolates reacted to the primer Gral cryl, and the subclasses
crylAa, crylAb, crylAc, crylAd, crylAe, crylAf, crylAg, crylBf, crylCa and crylFawere detected in
high percentages among the isolates ranging from 43.4 to 54.9%. A subclass distribution was
observed among the set of isolates from these collections, with the greater percentage of isolates
harboring thecry1Ab (42.12%) and the lowest percentage for thecry1Db subclass (0.6 %). The genetic
variability of the analyzed bacterial collections seems to indicate the ESALQ/Piracicaba and the
UNESP/Jaboticabal subsets as sources of promising isolates for the control of Lepidoptera pest
insects. For the EMBRAPA /Sete Lagoas subset of isolates, in which the evaluated subclasses
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frequencies were considered low (below 20%), the cry1B was the most frequently observed gene

type present in 38.5% of the isolates.

KEY WORDS: Genetic variability, cry gene, Bacillus thuringiensis.

INTRODUCAO

O controle de insetos-praga é um aspecto funda-
mental na producdo agricola, tanto para grandes
como para pequenos produtores (MONNERAT; Bravo,
1999). Nos tltimos anos, tem sido alto o investimento
na otimizagdo de agentes de controle biol6égico mas,
apesar disso, somente alguns bioinseticidas tém sido
empregados. Estatisticas mostram que apenas 1%
das pragas agricolas e vetores de doencas é controla-
do por compostos origindrios de organismos vivos.
Entretanto, a bactéria Bacillus thuringiensis é respon-
savel por 90-95% desse mercado (VALADARES-INGLIs ef
al.,1998) e, em 1990, cobria uma drea de 150.000 hano
Brasil (ALvEs, 1990).

Devido a sua grande importancia ecolégica, B.
thuringiensis tem sido amplamente estudado, isolado
de todos os ambientes onde foi procurado, apresen-
tando grande variabilidade genética e uma ampla
gama de sorotipos diferentes (ViLas-Boas, 2002).

ViLas-Boas; LEMos (2004) apresentaram a caracte-
rizagdo do contetido de genes cry como a principal
motivacdo paraarealizacdo deamplos programasde
busca de novas linhagens. A patogenicidade e a
especificidade de uma linhagem sdo determinadas
pelos tipos de genescry funcionaisque oB.thuringiensis
possui. Estes genes codificam para as proteinas Cry,
que sdo sintetizadas na forma de protoxinas. Ao
seremingeridas poruminsetosuscetivel, as protoxinas
sao solubilizadas no ambiente alcalino do intestino
doinseto, e convertidas emd-endotoxinas. Astoxinas
hidrolisadas cruzam a membrana peritréfica, ligam-
se a receptores especificos nas células colunares do
intestino médio, formando poros que aumentam a
permeabilidade da membrana, interferindo no gradi-
ente i6nico e balanco osmoético da membrana apical.
O aumento na absorcdo de agua causa lise celular e
eventualrupturaedesintegragdo dascélulasdointes-
tino médio. O inseto também pode morrer por inani-
¢do, uma vez que, pouco tempo ap6s a infecgdo, ele
paradesealimentar (HorTs;WHITELEY, 1989; K NOWLEs,
1994; CorpinG; MENN, 2000).

Atéhoje, cerca de 300 genescry foram seqiienciados
e classificados em 50 grupos e diferentes subgrupos
dependendo da similaridade de seus aminoéacidos.
Mesmo considerando-se a variabilidade das protei-
nas Cry até agora descritas, é 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 o advento das plantas transgénicas (ViLas-BOas;
Lemos, 2004).

A busca e a caracterizacdo de novos genes cry
podemresultar em novas alternativas para o controle
de espécies de insetos com nenhuma ou pouca sus-
ceptibilidade as proteinas Cry atualmente conheci-
das, além de poder auxiliar no desenvolvimento de
sistemas de manejo que evitem ou minimizem o apa-
recimento de resisténcia aB. thuringiensis em popula-
¢Oes de insetos alvo em campo (ViLas-Boas, 2002).
Atualmente, os casos mais graves de resisténcia ocor-
reram com a lagartaPlutella xylostella (TABASHINIK etal.,,
1990; FERRE et al., 1991; TaBASHINIK, 1994).

A caracterizagdo de colecoes de linhagens pode
também auxiliar no entendimento do papel de B.
thuringiensis noambiente e da distribuigdo de genes
cry. Assim, o trabalho de FriTELsoN ef al. (1992)
propds que espécies de insetos e linhagens de B.
thuringiensis vém coevoluindo. Seguindo a mesma
corrente de pensamento, BRavoet al. (1998) demons-
traram que alguns genes cry foram distribuidos
diferentemente em algumas regides geogréficas
analisadas.

A variabilidade genética entre diferentes isola-
dos de B. thuringiensis foi estudada principalmente
através da utilizagdo de técnicas que tem como base
a PCR. Estas técnicas apresentam aplicagdes tais
como a determinacao da persisténcia da bactéria no
ambiente (BoURQUE ef al., 1993) e a predicdo da ativi-
dade téxica de uma linhagem através da determina-
¢do do contetddo de genes cry, muitas vezes eviden-
ciando a presenca de genes desconhecidos e,
direcionando os trabalhos de bioensaio (Sauka et al.,
2006; IBaRRA et al., 2003; Bravoet al., 1998; CERON et al,,
1994; 1995; CHAK et al., 1994; KALMAN et al., 1993;
Carozzi et al., 1991).

Na busca por novos genes cry, vérias colegdes de
linhagens de B. thuringiensisforam avaliadas (BErON;
SALERMO, 2006; JARA et al., 2006; Kv, 2000; ZHANG et al.,
2000; Bravo et al., 1998; BEN-Dov et al., 1997), mas
poucas contemplaram amostras brasileiras (ViLas-
Boas; LEmos, 2004; Isarra et al., 2003). Levando-se em
consideragdo o fato de que o Brasil é um pais que
apresenta regides com clima tropical e subtropical,
contendo uma rica diversidade biolégica, espera-se
encontrar uma alta diversidade de isolados em solos
brasileiros. Dentro deste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo caracterizar geneticamente 1.073
isolados de B. thuringiensis, com énfase principal na
analise dos tipos de genes cryl apresentados pelos
isolados.
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MATERIAL E METODOS
Linhagens bacterianas

Foram analisados 1.073 isolados de B.thuringiensis
obtidos de varios pontos do territério brasileiro, cedi-
dospelo Prof. Dr. Sérgio Batista Alves, do Laboratério
dePatologia e Controle Microbiano de Insetos (Depto.
de Entomologia, Fitopatologiae Zoologia Agricolada
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
Agropecuaria), FCAV/UNESP, Jaboticabal. Todos os
isoladosencontram-se emestoquesno Laboratériode
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada na
FCAV/UNESP - Jaboticabal.

Extracao de DNA

Os isolados de B. thuringiensis foram previamente
cultivados em placas contendo meio NA sélido, por
12h a 30° C. Para cada isolado uma colénia foi
ressuspendida em 1mL de 4dgua estéril em tubos de
microcentrifuga e o material genético foi extraido
utilizando-se o Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad), con-
forme instrugdes do fabricante. As amostras de DNA
obtidas foram estocadas em freezer -20° C e mantidas
até a utilizacgdo.

Construgdo dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores foram elabora-
dos a partir das regides conservadas das seqiiéncias

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 sdo atualizadas constantemente e
publicadasnosite http:/ /www. lifesci.sussex.ac.uk/
home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html. Para o ali-
nhamento de todas as seqiiéncias de cada subclasse
utilizou-se o programa Clustal W (THomPsON et al.,
1994) e o programa Gene Runner 3.0 (Hastings
Software, Inc.) para a elaboragdo dos iniciadores.
Para algumas das subclasses cry1 foram elaborados
iniciadores também a partir de regides ndo conserva-
das pela MWG (Ebersberg, Alemanha) e pela Bio
Synthesis (Lewisville, EUA).

Comprovacao da presenca de gene cryl nos iso-
lados

Para a confirmagdo da presenga de genescrylnos
isolados utilizou-se o par deiniciadores gerais, deno-
minado Gral-cry1, segundo Bravoet al. (1998).

Ap6s as amplificacdes, as eletroforeses foram rea-
lizadas segundo SamBrook; RusseL (2001).

Identificacdo de subclasses do gene cryl

A identifica¢do das subclasses do gene cry1, nos
isolados de B. thuringiensis estudados, foi realizada
paral6ésubclasses (Tabela1). Paratanto, asreacdes de
amplificacdo foram conduzidas, basicamente, nas
mesmas condig¢des realizadas para a verificagdo do
gene cryl, anteriormente mencionado. Modificacoes
ocorreramnatemperatura de pareamento, paraalguns
iniciadores, conforme apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Seqtiéncias dos iniciadores para o gene cryl e suas subclasses analisadas.

Iniciador Seqtiéncias(5°-3") Produto Temperatura
Amplificado (pb)  Pareamento (°C)

crylAa conservada ATTTCCTTGTCGCTAACGC” 426 50
CCAAACACTGAAACATCTCTC”

crylAa ndo conservada TTCGCATCATTTCTCCTTAG 1035 50
CTGTCCACGATAAATGTTCC”

cryl1Ab conservada GAGATGTITTCAGTGTTTGGAC 799 50
GTCCCGTCAAGAACAGATAG

crylAb ndo conservada CGGGTAATCGCTCGTCTATC 640 50
CTTACTTCTCGCCCATTATCC

crylAc conservada GGTGCTGGATTTGTGITAGG 712 50
TTCTTTCTATGCCCTGAGCC

crylAd conservada GAGATGTTTCAGTGTTTGGAC 750 50
GCTGGCACACTATTATCCTG

Continua...
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Iniciador Seqtiéncias(5°-3") Produto Temperatura
Amplificado (pb)  Pareamento (°C)

crylAe conservada GCTCTTACAACCGCTATTCC 838 50
TATTATCCTGTGGTGGTATTTC

crylAf conservada CCTTACAACCGCTATTCCTC 729 50
GTCCCGTCAAGAACAGATAG

crylAg conservada GAACAGTGCCCITACAACCG 558 50
GTGGTTATTTGATGCCCTGAC

cry1Bb conservada CTTGTGTGTAGCCGAGGTG 484 50
TGCGTCTCTCAATAATAATAGG

crylBc conservada TATTGGGCGTATTAGGTGTG 401 52
TGCGTCTCTCAATAATAATAGG

crylBe conservada TAGGGATACGGCTCTTGCTC 742 54
CGATTCAAGTCTATGTCCCAC

crylBf conservada AACAAACGAGAGATTATTCCG 715 50
CGTTCTGTTGTTTCTGGTGG

cryl1Ca conservada TGGTCAACTAACAAGGGAAG 393 50
TCTACTCCTTCAACACCACG

crylCa ndo conservada AGAGCGGAGAAGAAGTGGAG 559 50
CTTCCTCTTCTACACAGTTGC

crylDa conservada GAAGGGAAGGAAATACAGAGC 670 50
GTITATTGGAGTGAAGAGTGTTG

crylDb conservada TTTATCCGTTTATGTTCAGGC 600 50
GATGCGGAAATAGTTACGGG

crylEa conservada GAACTCAGCCATTAGAAGCC 609 48
CCTCCTGTAAATCCTGGTCC

crylFa ndo conservada AATGTAGAGCCGTTTGTTAGTG 595 50

CCCTCAAGTTATTTAGACCTG

RESULTADOS

Dos 1.073 isolados de B. thuringiensis submetidos
a analise, 11,4% eram da colecdo da UNESP-
Jaboticabal, 28,9% da ESALQ-Piracicaba e 59,7 % da
EMBRAPA-Sete Lagoas, sendo asamostras coletadas
desolourbano, solosndo cultivados e cultivados com
cereais, horticolas e frutiferas, silagem, insetos mor-
tos, poeira acumulada em produtos estocados (cere-
ais como milho, sorgo etc.), entre outros em diferentes
estados do Brasil.

Os isolados das cole¢des foram previamente ca-
racterizados em seus locais de origem como sendo B.
thuringiensis, ap6s minuciosa observagdo microsco-
pica para a constatacdo da presenca de inclusées
cristalinas. Mesmo assim, uma amostragem realiza-
da nas cole¢des da ESALQ - Piracicaba e EMBRAPA
- Sete Lagoas foi submetida novamente a analise

microscépica antes que elas integrassem o novo
banco.

Na nova analise foi confirmada a presenca de
cristais protéicos, portanto, todas as 1.073 amostras
foram devidamente etiquetadas e estocadasno LGBBA
(UNESP-Jaboticabal).

Com a confirmacao especifica dos isolados de B.
thuringiensis procedeu-se a extragdo de DNA total em
quantidade e qualidade adequadas para as reagdes
de amplificagdo. Essas amplificagdes pararegides de
cadasubclasse do genecryl paraalguns dosisolados
da colegdo podem ser observadas na Figura 1.

Na Figura 2 observa-se a distribui¢do das 16
subclasses do genecryl, mais a familia de genescry1,
na colec¢do deisolados da UNESP - Jaboticabal. Nota-
se que as porcentagens de isolados de B. thuringiensis
para cada subclasse foi relativamente alta em sua
maioria, nesta colegdo. Assim, 55,7% dos isolados
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reagiram com o par de iniciadores gerais Gral cryl, e
as subclasses crylAa, crylAb, crylAc, crylAd, crylAe,
crylAf, crylAg, e crylBf, crylCae crylFaestdo presen-
tes emalta proporcao deisolados, variando de 43,4 %
a54,9%.

Para as subclassescrylAa, crylAb, crylCaecrylFa,
foram observados os maiores numeros de isolados,
quando utilizados os iniciadores provenientes de
regides ndo conservadas. Para as subclasses cry1Ca
verificou-se diferenca marcante quando utilizados
iniciadores de regides conservadas (8,2% dos isola-
dos) em relacdo aos iniciadores para regides nao
conservadas (54,1% dos isolados) (Fig. 2).

Provavelmente, osiniciadores elaborados a partir
deregidesndoconservadas poderiamamplificar maior
nuimero dediferentes genes destasubclasse, visto que,
para a subclasse crylAa, por exemplo, hd varias sub-
divisoes: crylAal, crylAa2, crylAa3 etc. Menores por-
centagens foram obtidas para as subclasses cry1Bb,
cry1Bc, crylBe, crylDa, crylDb e crylEa.

Verificou-se que a colegdo da UNESP - Jaboticabal
é muito rica em isolados portadores de genes para a
subclasse cry1A, sugerindo uma tendéncia de manu-
tencdo dessa proporcdo de isolados nas andlises
futuras com os demais genes desta subclasse. O fato
de 55,7 % dos isolados, na colecdo, serem portadores
do genecrylindicasuaaplicabilidadeem programas
de controle de pragas da ordem Lepidoptera.

Deve-se ressaltar que alguns isolados ndo apre-
sentaram amplificagdo para a familiacry1, com o par
de iniciadores gerais Gral cryl, mas apresentaram
para uma ou outra subclasse. Sugere-se, entdo, que
estes iniciadores ndo sdo tdo gerais e que nem todas
as subclasses do gene cryl foram contempladas e
alinhadas por Bravoetal. (1998), quando da elabora-
¢do desse par de iniciadores. O que se confirma pela
crescente descoberta de novos genes cry1, agregados
constantemente aos bancos de dados de seqiiéncias.

Na colegdo da ESALQ - Piracicaba (Fig. 3) nota-se
que a distribuicao das subclasses seguiu um perfil
muito préximo ao da colegdo de Jaboticabal, porém,
com porcentagens menores de isolados dentro de
cada subclasse.

Observou-se, nesta colecao, amplificacdo em 42,6 %
dosisolados com osiniciadores gerais Gral cryl, mas
dentre estes, 4,5;4,2 e 3,2% dos isolados ndo apresen-
taram amplificacdo para as subclassescrylAb, crylAe
e crylAg, respectivamente (Fig. 3).

Houve baixa porcentagem de isolados (14,5%)
portadores da subclasse cry1Ad, quando comparada
a colecdo de Jaboticabal (43,4%). No entanto, a
subclasse cry1B, continuou sendo a menos abundan-
te seguida da subclasse cry1D.

Para a subclasse cry1Ca, o par deiniciadores para
aregidondo conservada apresentou maior porcenta-
gem de isolados (41,9%), como na colecao da UNESP

- Jaboticabal (Fig. 2), contra 0,3% para os iniciadores
da regido conservada.

Comparando-se a colecdo da ESALQ - Piracicaba
(Fig.3)acolecaoda UNESP-Jaboticabal (Fig.2), maior
porcentagem (36,1%) de isolados apresentou a
subclasse cryl1Ea, enquanto a proporgao de isolados
contendo cry1Fa foi menor (33,9%).

A colecdoda ESALQ - Piracicaba constitui-se tam-
bém em excelente fonte de isolados efetivos no contro-
le biolégico de insetos da ordem Lepidoptera. No
entanto, ndo se descarta a possibilidade de que os
isolados das colegdes referidas apresentem amplifi-
cagdo paraas outras subclasses do genecryl, oupara
outras familias especificas para outras ordens de
insetos.

A colecdo da EMBRAPA -Sete Lagoas apresentou
um perfil de distribuicdo das subclasses estudadas
totalmente diferente das outras duas colegoes (Fig. 4).
Apesardeseracolegdo commaior nimero deisolados
(641), foi a que apresentou a menor porcentagem de
isolados portadores da subfamilia cry1A, considera-
daamais comum entre os isolados deB. thuringiensis.
Apenas 18,6% dos isolados desta cole¢do apresenta-
ram amplificacdo para o genecryl comosiniciadores
gerais, e somente para a subclasse crylIAb, com inici-
adores para regido conservada, é que houve maior
porcentagem de isolados (38,5%).

Adistribuicao deisolados portadores dasubclasse
crylB, no entanto, apresentou-se mais evidente que
nas outras colegdes (17 a 19% dos isolados) (Fig. 4).
Esta colegdo apresenta um conjunto peculiar de iso-
lados caracterizando um banco que deve ser intensa-
mente 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 deatuacao contrainsetos pragas,
ou mesmo vetores de doengas.

NaFigura5podeserobservadaadistribuicdo das
16 subclasses estudadas e da familia cry1, conside-
rando as trés cole¢des conjuntamente, ou seja, a dis-
tribui¢do dentro dos 1073 isolados deB. thuringiensis.
Essa distribuicdo foi mais homogénea entre as
subclasses, com maior porcentagem de isolados por-
tadores dos genescrylAb (42,12%) e menor porcenta-
gem de isolados que contém cry1Db (0,6 %), verifican-
do-seainda que o banco deisolados deB. thuringiensis
em estudo contempla todas as subclasses do gene
cryl.

A caracterizacdo especifica destes isolados, por
PCR, produziu diferentes perfis (combinacdes) de
genes cryl. Devido ao tamanho da colegdo, os isola-
dos foram agrupados de acordo com o ntimero de
subclasses cryl exibido por cada um, conforme se
observa na Figura 6, e pelas combina¢des mais fre-

qiientes de genes cry1 encontradas nos isolados (Ta-
bela 2).
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Fig.1- Eletroforeses evidenciando a amplificagdo para regides de cada subclasse do genecry1 para alguns dos isolados
da colecdo. A)crylAa conservada; B) crylAando-conservada; C) cry1Ab conservada; D) cryl Ab ndo-conservada; E) cry1Ac
conservada; F) crylAd conservada; G) crylAe conservada; H) crylAf conservada; I) crylAg conservada; J) crylBb
conservada; K) cry1Bc conservada; L) crylBe conservada; M) cry1Bf conservada; N) cry1Ca conservada; O) cryl1Canao-
conservada; P) cry1Db conservada; Q) crylEa conservada; R) crylFa conservada; S) crylDa conservada.

Apesar da maioria dos isolados ter apresentado
uma ou mais subclasses do gene cryl, 42,2% deles
(453 isolados) ndo apresentaram amplificacao para
nenhuma delas. Cercade20% apresentaramuma das
16 subclasses analisadas, sendo a crylAb a mais
predominante.

Isolados que amplificaram de 9 a 13 genes consti-
tuem 22,2% dos isolados, sendo que a maioria apre-
senta os perfis de combinacdo de 10 e 11 subclasses.
Ressalta-se aqui a presenca de um isolado que apre-
sentou amplificagdo para 14 subclasses, nao amplifi-

cando apenas para os genes crylAe, crylBe e crylE.
Um ntmero mais reduzido (10%) apresentou perfis
contendo de trés a oito subclasses.

DISCUSSAO

Poucos estudos tém relatado uma caracterizacéo de-
talhada de colegbes de B. thuringiensis em termos de
contetido de genecry (Ben-Dov etal., 1996;Bravoetal., 1998;
CHAK et al., 1994; FErRrRaNDS et al., 1999; URBE ef al., 2003).
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Tabela 2 - Combinagdes (perfis) mais freqiientes de genes cry1, e seus respectivos isolados, encontradas nesse estudo.

Combinacdo de genes cryl*  Isolados n° de
isolados

1,2,3,4,5,6,7,8,9,12,13,17 Br69, Br78, Br82, Br83, Br87, Br91 6

1,2,3,4,5,6,7,8,12,13,16,17 Br45, Br61, Br64, Br72, Br86, Br90, R203, R205, R206, R219, R220, R221, 14
R227, R230

1,2,3,4,5,6,7,812,13,17 Br8, Br9, Br10, Br11, Br12, Br16, Br17, Br58, Br70, Br71, Br84, Br93, 21.5A, 18
SP1, SP8, SP14, MT4, AM2

1,2,3,4,5,6,7,812,17 MS9, MS10, PR5, PR6, PR11, MT1, MT3, RS1 8

1,2,3,4,6,7,812,13,16,17 Br46, Br48, Br60, Br74, R120, R122, R140, R146, R149, R157, R158, R161,
R162, R165, R166, R168, R177 R180, R181, R182, R184, R193, R199, R223, 26
R224, R228

1,2,3,4,6,7,8,12,13,16 R25, R26, R27, R33, R54, R70, R73, R75, R77, R81, R83, R84, R144 13

1,2,3,4,6,7,813,16,17 R232, R233, R235, R240, R248, R249, R254, R258, R259 9

1,2,3,4,6,8,12,13,16,17 R144, R148, R155, R156, MS4 5

1,2,3,6,7,8,12,13,16,17 R121, R123, R125, R139, R164, R169 6
1139 H, 1140B, 1140C, 1150C, 939FB, 939FC, 1119A, 1119C, 1134B, 1134C,

1,2,3,9,10,11,12,13,14,16,17 1136C, 11368, 1136B, 1138A 1119C, 1139D, 1036C, 1124E, 1128, 1129A, 23
1130D, 1132A, 1130C

1,2,9,10,11,12,13,14 E28, E39, 41.71,42.7L, 43.7L, 44.71, 45.7L, 47.7L 8

1,3 858B2, 933D3, 939E, 939G, 939N, 939S, 940B, 9401, 961B, 965A, 972A, 13
1010D, 1043N-N

1,9,10,11,12,13,14,15 E42, E43, E44, E45, E46, E47, E48, E49, E50 9

1 937BF, 944B, 1008B, 1009A, 10431 5

3,16 R208, R209, R210, R213, R215, 842C, 862CF1, 889GG, 890BA, 890BB, 941L, 22

946H, 946]R, 946L, 957 A, 964 A, 964C, 965C, 969B, 977F, 999, CST23

884A3B, 1120D, R170, R265, 702, 846], 851C, 857 AC2, 857B, 858 AB4, 858 AB5,
858B1, 868C1, 868C2, 868C3, 868C5,868C8, 884A1.C, 884A3.D, 884A3.E,
884A3.G, 887AA, 927A2, 927A3, 927A4, 927 A6, 927A7, 927A7.10, 927A9,
927A9.1, 927A9.5, 927A9.7, 927A9.8, 927A9.12, 927A9.13, 927A9.17, 927A9.19,
927C, 927F, 927G, 927N, 927K, 933A, 933D2, 933D2A, 933D2B, 933D2D,
933D2E, 933D2F, 933D2G, 933D2H, 933F, 933L, 937C, 937K, 938A, 938E, 939,
g 939A, 939B, 939C, 939D, 939D3, 940C, 940CI, 940H, 940], 941CC, 941CD, 128
941CG, 941CO, 941CF, 9411, 941K, 941M, 943B, 945D, 945E, 946B, 946F, 946]O,
947A, 948, 948F, 951AG, 951B, 952B, 952C, 955A, 957BB, 957B], 957BB, 957B],
957BK, 963, 964B, 964D, 965, 965E, 972C, 972CA, 974C, 976B, 976C, 977D, 981,
986H, 986L, 986N, 987B, 993, 1001A, 1007, 1059A, 1060C, 1060D, 1061C,
1063D, 1066B, 1067B, 1067D, 10671, 1068E, 1068F, 1071, 1072, 1123D, 1148D

6 E27, 5497, R49, R98, R113, R114, R116, 118, R126, R128, R129, MBT 12
9 5251, 5284, S350, S1349, R2, R35, R52, 69.24A, S385, 854, 1133A 11
10 598, R12, R62, R64, R66, R71, R72, R90, 10331, 1034D, 970F, 977B 12
12 970, S75, 815C, 816, 856A, 868A, 878A, 1062C 8
16 R160, R171, R196, R197, R198, R201, R225, R274, 933C, 933K, 937F, 9371, 23

948C, 960, 965M, 971H, 978 1073B, CST Seiva, Seiva, 106.12A, E13, 6.7L

*1: gral cryl; 2: crylAa: 3: crylAb; 4: crylAc; 5: crylAd; 6: crylAe; 7: crylAf; 8: crylAg; 9: cryl1Bb; 10: crylBc; 11: crylBe; 12:
crylBf; 13: crylCa; 14: crylDa; 15: crylDb; 16: crylEa; 17: cry1Fa; 18: crylFb.
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CHaK et al. (1994), trabalhando com amostras de
solos provenientes de Taiwan, obtiveram 225 isola-
dos dos quais 221 (98,2%) continham genes cryl.
Destes, somente cinco diferentes perfis de genes cry
foram encontrados usando iniciadores especificos
paracryl, cry3, ecry4. Nenhum dosisolados apresen-
tou genes cry3. BEN-Dov ef al. (1996), quando analisa-
ram 215 isolados obtidos de amostras de Israel, pelo
uso de iniciadores gerais e especificos para genes
cryl, cry2, cry3, cry4, cry7, e cry§, encontraram genes
cryl representados por 16 diferentes perfis. Bravoetal.
(1998) relataram que, de um total de 496 isolados
obtidos de diferentes ecossistemas no México, 246
isolados (49,6 %) continham genescrylapresentando
35 diferentes perfis usando iniciadores especificos
para genes cryl, cry3, e cry7. Também FERRANDIS ef al.
(1999), na Espanha, verificaram que, de 223 isolados
de B. thuringiensis, 121 (54,3 %) continham gene cry1,
eencontraramainda 16 diferentes perfisnessesisola-
dos apds teremrealizado anélises com os iniciadores
para os genes cryl, cry2 e cry4.

O presente estudo relata 16 diferentes subclasses
do gene cryl em 621 dos 1.073 isolados em estudo,
provenientes de diferentes ecossistemas no Brasil,
usando iniciadores especificos para os genescryl. A
grande variabilidade e distribuicdo de B. thuringiensis
nos estudos em diversos paises sugerem que as dife-
rencas ecolégicas dolocal de origem e/ ou as relagdes
de co-evolugdo tenham favorecido a expressdo de
diferentes padrdes de genes cryl.

CHaket al. (1994) e Bravoet 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 colec¢des de
Jaboticabal e Piracicaba, que apresentaram compor-
tamento semelhante quanto a distribuigdo dos perfis
de genescryl. Ainda, CHaket al. (1994) encontraram
importante freqiiéncia entre os perfiscrylAa/crylAc
ecrylC/crylDem 21,3 e17,7% dos isolados, respec-
tivamente. No mesmo contexto, FERRANDIS et al. (1999)
mostraram que 93% dos isolados com presenca do
gene cryl1C continham o genecryID no seu genoma,
sugerindo entdo, alta ligacdo genética entre esses
dois genes.

Segundo SancHis et al. (1988), a linhagem padrao
de B. thuringiensis subsp. Aizawai 7.29 contém genes
crylC e crylD no mesmo replicon. As analises aqui
apresentadas corroboram com esses autores, visto
que nas trés cole¢des, muitos isolados que apresenta-
ram o gene crylC também continham o gene cry1D
(Tabela 2). 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
(GonNzALEs et al., 1982; SANcHIS et al., 1988).

A ocorréncia conjunta de alguns desses cry pode
minimizar problemasrelacionados ainseticidas base-
ados em B. thuringiensis, devidoaoseuespectrodeacdo
limitado quando comparado aosinseticidas quimicos.
Esteéumfatorlimitantejdqueasculturasagricolassao
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 que um gene cryl na maioria dos
isolados (Fig. 6). De 621 isolados, 399 apresentaram
duas ou mais subclasses do gene cryl. No entanto,
deve-se ressaltar que, para alguns genes cryl, osinici-
adoreselaborados podem ter amplificado mais de uma
subclasse, por estarem em uma regido de homologia
entre elas, levando a um ntmero superestimado de
genesemalgunsisolados;comoexemplo,oisoladoque
apresentou 14 subclasses (Fig. 6). Isso s6 poderia ser
verificado através do seqiienciamento dos produtos
amplificadosecomparagdocomasseqiiéncias deposi-
tadas no banco de dados.

Ha alguns genes cry que sdo comumente identifi-
cados em todas as cole¢des do mundo, tais como os
genes cryl; e outros sdo mais freqiientes em uma
regido que em outra. Por exemplo, os genes crylA,
crylC, crylD e genes cry2 foram mais comumente
encontrados emisolados da Asia (Ben-Dov etal., 1997;
Ky, 2000; ZHaNG et al., 2000) que naqueles da América
Latina (Bravoetal., 1998). O mesmo nédo ocorreu neste
trabalho, onde cry1A e cryl1C apresentaram alta fre-
qiiéncia.

A variabilidade génica nas cole¢des analisadas
destaca as colegdes de Jaboticabal e Piracicaba, como
fonte deisolados promissores parausoem programas
de Controle Biol6gico de pragas daordem Lepidoptera,
diferentemente do observado para a colecdo da
EMBRAPA - Sete Lagoas, na qual as freqiiéncias das
subclasses estudadas foram relativamente baixas
(abaixo de 20%), com destaque somente para o gene
cryl1Ab, presenteem 38,5 % dosisolados desta colegdo.

Desde que aresisténciaaB. thuringiensis em popula-
¢Oes de insetos da ordem Lepidoptera tem sidorelatada
(FERRE et al., 1991; TaBASHNIK, 1994), hd um grande inte-
ressenoisolamentodenovaslinhagensdeB. thuringiensis
cujas propriedades téxicas diferem daquelas ja usadas
como bioinseticidas. Os resultados obtidos aqui mos-
tram que o Brasil apresenta-se como uma fonte potenci-
almente rica em isolados de B. thuringiensis, mas a
possibilidade em usar essas toxinas a partir de novos
isolados requer ainda estudos mais detalhados.
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