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RESUMO

SILVA, Rosane Bezerra da. Caracterizagdo molecular de Bacillus
thuringiensis utilizando REP-PCR e perfil plasmidial. 2009. 83 p.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Biotecnologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.”

Os insetos constituem uma das principais causas de danos a producao
agricola no mundo. O controle de insetos tem sido realizado essencialmente por
meio de agroquimicos. A bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis tem
sido utilizada como alternativa de controle. E uma bactéria Gram-positiva que
ocorre naturalmente no solo e produz proteinas na forma de cristais que sdo
toxicas a uma variedade de insetos entre as ordens Lepidoptera, Diptera, e
Coleoptera. Apresenta alta variabilidade genética e estd amplamente distribuida
na natureza. O presente trabalho objetivou a caracterizacdo de cepas
pertencentes ao banco de B. thuringiensis da EMBRAPA-CNPMS, quanto ao
perfil plasmidial e avaliar a diversidade genética com base nas sequéncias
repetitivas ERIC e REP. O perfil plasmidial foi avaliado pela migracdo das
bandas em gel de agorose sendo possivel visualizar o perfil de 49 das 60 cepas
utilizadas. Cepas pertencentes a uma mesma subespécie apresentaram diferentes
migracdes de plasmideos, com excecdo das cepas 348L e 462A pertencentes a
subespécie galleriare. A cepa T09 Bt tolworthi apresentou migragdo plasmidial
idéntica as duas cepas galleriare citadas a cima. Assim obtivemos 46 cepas com
perfil plasmidiais distintos, fazendo desta técnica uma ferramenta util para
discriminar cepas especificas, tornando-se valiosa em termos de propriedade
intelectual e reivindicagdes. A divergéncia genética entre 56 cepas foi estimada
utilizando ferramenta com base em PCR com primers especificos para as
seqiiencias ERIC e REP. Sendo os fragmentos gerados analisados por
eletroforese em géis de agarose ou poliacrilamida. As distdncias genéticas foram
obtidas pelo complemento do coeficiente de Jaccard e os agrupamentos foram
realizados pelo método UPGMA com aplicagdo de bootstrap para verificar a
consisténcias dos agrupamentos. Uma segunda analise de grupos foi realizada
pelo método de Tocher. Os primers ERIC e Bc-REP detectaram grande
divergéncia genética entre as 56 cepas de B. thuringiensis com formagio de 21
grupos quando considerado um ponto de corte de 60%. Entre estes houve
valores de bootstrap acima de 50% e grupos com valores de bootstrap abaixo de
50%, parece estarem relacionados com numero de bandas, que foram menores
nestes casos. Alguns grupos formados com o método Tocher estavam de acordo
com os grupos obtidos com o agrupamento UPGMA. Aparentemente, alguns dos
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grupos formados parecem estar relacionados com mortalidade e procedéncia,
necessitando mais estudos para confirmacao.
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ABSTRACT

SILVA, Rosane Bezerra da. Molecular characterization of Bacillus
thuringiensis using REP-PCR and plasmid pattern. 2009. 83 p. Dissertation
(Masters in Agronomy / Plant Biotechnology) - Federal University of Lavras,
Lavras.”

The insects consist one of most important causes of damage to
agricultural production in the world. The insect control has been performed
essentially by the use of chemical products. The entomopathogenic bacterium
Bacillus thuringiensis has been widely used as an alternative to chemical
control. It is a Gram positive bacterium that occurs naturally in soil and produces
proteins in a crystal shape, that are toxic to a variety of insects belonging to the
orders Lepidoptera, Diptera, and Coleoptera. It has high genetic variability and
is widely distributed in nature. To characterize strains belonging to the bank of
B. thuringiensis of the EMBRAPA-CNPMS, plasmidial pattern and evaluate
genetic diversity based on repetitive sequences ERIC and REP were used.
Plasmidial pattern was evaluated by migration of the bands in agorose gel and it
is possible to visualize the profile of 49 to 60 strains used. Strains belong to the
same subspecies presented different pattern of plasmid migration, except the
strains 348L and 462A belonging to the subspecies galleriare. The strain T09 Bt
tolworthi showed identical plasmidial migration with both strains galleriare
mentioned above. Distinct plasmidial pattern was obtained for 46 strains, and
this technique becomes a useful tool to discriminate specific strains and a
valuable in terms of intellectual property and claims.The genetic diversity was
evaluated among 56 strains using PCR with specific primers to sequences ERIC
and REP. Since the resulting fragments analyzed by electrophoresis in agorose
gel or polyacrylamide The genetic distances obtained by Jaccard coefficient
completion and the groups were done by method UPGM with bootstrap
application to verify the consistence of the groups. Tocher method was used to
analyze the second group. ERIC and Bc — REP primers detected a huge genetic
diversity among 56 strains of B. thuringiensis with formation of 21 groups when
considerate a cutoff 60%. Among these were the bootstrap values higher than
50% and groups with bootstrap values below 50%, apperar to be related to
number of bands, which were lower in these. Some groups formed with Tocher
method were in agreement with the groups obtained with the UPGMA

*Major Professor: Fernando Hercos Valicente — Embrapa Milho € Sorgo
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clustering. Apparently, some of the groups formed appear to be related to
mortality and origin, requiring further study for confirmation.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO GERAL

Ha varios anos o homem vem buscando um sistema de controle de
pragas menos toxicos para os seres humanos e o meio ambiente em geral, e que
apresente maior eficiéncia e especificidade no controle de pragas agricolas. A
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis tem sido utilizada como
alternativa dentro do controle bioldgico de pragas.

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria do solo que se desenvolve em
condicdes aerdbicas em meios artificiais bastante simples. Esta bactéria entra em
processo de esporulagdo durante a fase estacionaria, acumulando assim proteinas
toxicas denominadas de proteinas Cry codificada por diversos genes cry
(Yamamoto & Dean, 2000)

No aparelho digestivos dos insetos, que apresenta pH alcalino (pH ~10),
esta proteina se solubiliza liberando assim as protoxinas que em presenga das
proteinases (enzimas digestivas) sdo convertidas em endotoxinas. Os produtos
ativos das toxinas se ligam de maneira irreversivel aos receptores de membrana
das células epiteliais do intestino do inseto, formando poros ou canais i6nicos
que aumentam a permeabilidade da membrana causando lise celular. O inseto
também pode morrer por inani¢do, uma vez que pouco tempo apos a infecgdo
este para de se alimentar (Copping & Menn, 2000). Segundo Medeiros et al.,
(2005) estas proteinas quando visualizadas ao microscépio eletronico
apresentam-se em forma de cristal que podem ser bipiramidais, cuboidais,
rhomboidais, piramidais, esféricos e retangulares contendo proteinas que atuam
em varias ordens de insetos como: Lepidopteros, Dipteros, Coleodpteros,
Hemiptera, Orthoptera e contra outros grupos de invertebrados (nematoides,

acaros e protozodarios).



Em geral, os genes que codificam as proteinas Cry encontram-se nos
cromossomos ou em plasmideos de diversos tamanhos (4-150 MDa), ndo
somente em combinagdes distintas ou varias copias dentro de um plasmideo,
mas também por combinagdes de plasmidios presentes nas diversas cepas de B.
thuringiensis (Lereclus et al., 1993). Estes plasmideos sdo divididos em dois
grupos diferentes: os menores que 30MDa e os maiores que 30MDa
(megaplasmideos), e segundo Lépez-Meza et al. (2003) sdo os megaplasmideos
0s responsaveis por abrigarem os genes Cry.

A bactéria Bacillus thuringiensis apresenta alta variabilidade genética e
estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo isolada de amostras coletadas
em quase todos os ambientes onde foi procurada (Vilas Bodas, 2002). Essa
variabilidade genética existente entre diferentes isolados tem sido estudada
principalmente por meio da utilizagdo de técnicas que tém como base a reacao
da polimerase em cadeia (PCR). A caracterizagdo de seqiiéncias repetitivas e
conservadas nos genomas bacterianos, principalmente das sequéncias REP e
ERIC, tem sido realizada por meio dessa técnica, o que originou a ferramenta
chamada rep-PCR (Repetitive Element Polymorphism) (Versalovic et al., 1991).

O uso de rep-PCR tem a vantagem de os primers possuirem seqiiéncias
conhecidas e ja terem sido utilizados em estudos com bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas. Desta forma, ndo ¢ necessario o conhecimento prévio da
estrutura gendmica de uma determinada espécie e dispensa uma sele¢do inicial
de primers, gerando resultados em um periodo menor de tempo (Lima, 2002).

Neste trabalho fez-se uso de ferramentas moleculares com o objetivo de
caracterizar e avaliar a divergéncia genética de um grupo de cepas pertencentes a
colecdo da Embrapa Milho Sorgo (CNPMS) localizada em Sete Lagoas MG,
sendo que algumas apresentavam identificagdo de subespécie e outras ndo.
Foram verificados também se as cepas pertencentes a mesma subespécie

apresentavam o mesmo perfil molecular, além de se estudar possiveis relagdes



genéticas entre cepas com 0% e 100% de eficiéncia na mortalidade de

Spodoptera frugiperda.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ataques de insetos e pragas

Cerca de 15% da safra de alimentos no mundo ¢ perdida por causa de
ataques de insetos e pragas, prejudicando assim a economia mundial (Praca et
al., 2004). Dentre estas pragas destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Esta lagarta é a principal praga do milho
em todas as regides do Brasil e uma das principais pragas desta cultura na
América do Sul, América Central e México. Ela ocorre durante todos os estadios
de desenvolvimento da cultura atacando o cartucho e as folhas, podendo destrui-
los completamente, e causar perdas de 15% a 37% na produtividade (Werneck et
al., 2000).

Ha varios anos, paises industrializados t€ém buscado um sistema de
controle menos toxicos para os humanos e¢ para o meio ambiente, e que
apresente maior eficiéncia e especificidade. Esta tendéncia se acentuou nos
ultimos anos devido a uma percentagem elevada de pesticidas quimicos terem
sidos retirados do mercado por problemas de toxicidade e danos ecoldgicos
(Abreu, 2006).

Os inseticidas biologicos, utilizados ha mais de 50 anos no Brasil, sdo
uma alternativa para o controle seletivo de insetos nocivos. Esta pratica inclui,
principalmente, o emprego de microorganismos (Bobrowski et al., 2003).
Atualmente, sdo conhecidos muitos microorganismos entomopatogénicos, como
fungos, virus e bactérias, que podem ser empregados no controle bioldgico de
insetos e pragas (Valadares-Inglis et al., 1998). Além disso, a utilizacdo de
inseticidas biolégicos no controle de pragas apresenta vantagens para o
ecossistema, comparativamente com a utilizagdo dos inseticidas quimicos

(Kogan, 1998; Moscardi, 1999).



O aumento do uso de produtos entomopatogénicos, s6 ocorreu apos um
grande esforco dos cientistas em desenvolverem pesquisas, para entenderem o
funcionamento do mecanismo de controle mediado por estes organismos (Abreu,

2006).

2.2 Microorganismos endofiticos

Microorganismo endofiticos sdo aqueles que habitam o interior das
plantas pelo menos um periodo do ciclo de suas vidas (Azevedo, 1998). No
inicio da década de 1970, esses microorganismos eram considerados neutros,
ndo causando danos ou beneficios as plantas. Contudo, sabe-se que, em muitos
casos, desempenham um papel importante na protecdo da planta contra
predadores e patdégenos (Azevedo et al., 2000).

Weber (1981) foi provavelmente o primeiro pesquisador a relatar a
prote¢do de plantas a insetos devido a um fungo entomopatogénico. A partir
disso, novas formas de controle biologico vém sendo desenvolvidas com o
auxilio da engenharia genética (Tester, 1992).

Atualmente, o mercado mundial de biopesticidas ndo chega a alcangar
5% do mercado de pesticidas. Os produtos a base de B.thuringiensis representam
mais de 90% dos biopesticidas e sdo usados especialmente em paises como 0s

Estados Unidos (Polanczyk & Alves, 2003).

2.3 Bacillus thuringiensis (Bt)

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria do solo, Gram positiva da familia
Bacillaceae, que se caracteriza pela producdo de inclusdes protéicas cristalinas
na fase estaciondria do ciclo de crescimento. E uma bactéria que pode ser
encontrada em varios substratos como solo, dgua, superficies de plantas, insetos
mortos, teias de aranha e grios armazenados (Valicente et al., 2000; Miralles &

Pérez, 2004 e Valicente & Barreto, 2003 ). Em 1911, Berliner isolou células de



uma bactéria formadora de esporos em lagartas da espécie Anagasta kuehniella,
uma mariposa que se desenvolve em farinha de trigo (mariposa da farinha). A
partir de 1915, em homenagem a provincia alemd de Thuringia de onde foi
isolada, deu-se o nome de Bacillus thuringiensis. A mesma bactéria foi
posteriormente isolada por Mattes (1927), e desde entdo, Berliner e Mattes
relataram a patogenicidade deste tipo de bacilo para as lavas de inseto.

A primeira tentativa de teste a campo foi conduzida por Husz (1929)
através de um programa internacional de controle da lagarta européia do milho
da espécie Ostrinia nubialis. Este pesquisador obteve resultados promissores
com a cultura da bactéria que havia recebido de Mattes. A partir destes fatos
houve por parte das industrias o interesse no uso de organismos
entomopatogénicos.

Em 1938, teve inicio a comercializa¢ao do primeiro produto a base de B.
thuringiensis. Na década de 1970, ja existiam no mercado produtos para o
controle de Coledptera e principalmente Lepidoptera, e foi descoberta a
variedade B. thuringiensis israelensis, eficiente contra larvas de Diptera, que
revolucionou o controle de insetos vetores de doengas. Posteriormente,
variedades toxicas a nematdides foram descobertas, embora ainda ndo sejam
utilizadas comercialmente (Arantes et al., 2002).

O Bt desenvolve-se em condi¢cdes aerdbicas em meios artificiais
bastante simples. Esta bactéria entra em processo de esporulacdo durante a fase
estacionaria, acumulando assim proteinas toxicas denominadas de proteinas Cry
codificadas por diversos genes cry (Yamamoto & Dean, 2000).

A aplicagdo de grandes quantidades de produtos a base de Bt trouxe a
necessidade de um maior entendimento de sua distribuigdo e do verdadeiro papel
deste microorganismo na natureza, o que estimula uma racionalizagdo da sua
utilizacdo (Arantes et al., 2002). Tal conhecimento pode contribuir no

desenvolvimento de métodos mais eficientes de isolamento de novas cepas,



contendo novos genes Cry, ou outros fatores de viruléncia ainda ndo conhecidos,
importantes para o desenvolvimento de novos produtos biotecnolégicos com
potencial de utilizagdo em programas de controle de pragas (Barreto, 2005).

O primeiro pesquisador a detectar a presenga de cristais em forma de
diamante em culturas esporuladas de Bt, e relaciona-los com a patogenicidade
aos insetos, foi Hannay em 1953. Em 1995, Hannay & Fritz-James
desenvolveram métodos para a separacdo e posterior analise da proteina cristal,
quando obtiveram suspensdes intactas, livres de outros materiais, tais como
esporos e células vegetativas. Esses tipos de cristais possuiam caracteristicas de
proteinas ¢ com o estudo morfoldégico ao microscopio eletrénico apresentaram
estruturas bipiramidal.

Diversas estirpes de Bt foram isoladas no mundo inteiro e, atualmente,
diversos laboratorios continuam procurando por outras novas. Hoje se conhecem
estruturas de cristais nas formas bipiramidal, cuboidal, romboidal, piramidal,
esférica e retangular, que pode estar associados as proteinas que atuam em varias
ordens de insetos como: Lepiddopteros, Dipteros, Coledpteros, Hemiptera e
Orthoptera ¢ contra outros grupos de invertebrados (nematdides, acaros e
protozoarios) (Edwards et al., 1988; Feiltelson et al., 1992; Crickmore et al.,
1995; Medeiros et al., 2005).

De acordo com Schnepf et al. (1998), as proteinas Cry possuem trés
dominios estruturais (I, II, e IIl), que consistem no centro toxico ativo. A
estrutura de proteinas CrylAa (Li et al., 1991), Cry3Aa (Grochulski et al.,
1995), Cryl1Bb (Gutierrez et al., 2001) sugerem alta similaridade estrutural
entre elas, e, apesar da baixa homologia entre os aminoacidos, estes dominios
estdo compreendidos nos primeiros 623 aminoacidos da proteina.

O dominio I esta envolvido na inser¢do da membrana, ¢ afeta a funcdo
do canal de ions e a toxicidade (Wu e Aronson, 1992; Walters et al., 1993;

Kumar & Aronson, 1999); enquanto o dominio II estd envolvido na ligagdo ao



receptor ¢ insercdo na membrana, ¢ atua na determinacdo da especificidade da
proteina (Ge et al., 1989; Knowles, 1994; Lu et al., 1994). O dominio III ¢
importante para o funcionamento do canal de fons, ligagdo de receptores e
inser¢do na membrana, estabilidade da proteina e especificidade em relagdo ao
inseto alvo (Bosch et al. 1994; Masson et al., 1994; Lee et al., 1999).

Segundo Lecadet et al., (1999), a susceptibilidade do inseto-praga
depende da sua habilidade em digerir as proteinas Cry (protoxinas) para que elas
se tornem toxicas, além do fato das atividades destas toxinas variarem
quantitativa e qualitativamente, de acordo com a cepa. Ainda segundo estes
autores, sabe-se que as proteinas Cry apresentam massa molecular que variade
40 a 140kDa.

A patogenicidade e a especificidade de uma cepa sdo determinadas pelos
tipos de genes cry funcionais que a mesma possui. Estes genes codificam para as
proteinas sintetizadas na forma de protoxinas. A toxicidade das mesmas esta
associada ao componente N-terminal, enquanto o componente C-terminal
determina a formacdo da estrutura do cristal (Li et al. 1991).

O aparelho digestivo dos insetos apresenta pH alcalino (pH ~10), quando
os cristais protéicos entram em contato com esse pH sdo solubilizados liberando
assim as protoxinas que em presen¢a das proteinases (enzimas digestivas) sdo
convertidas em endotoxinas. Os produtos ativos das toxinas se ligam de maneira
irreversivel aos receptores de membrana das células epiteliais do intestino do
inseto, formando poros ou canais idnicos que aumentam a permeabilidade da
membrana causando lise celular, o inseto também pode morrer por inanigao,
uma vez que pouco tempo apds a infeccdo o inseto para de se alimentar (Hofte
& Whiteley, 1989; Knowles, 1994; Copping & Menn, 2000).

Inseticidas a base de Bt que tém sido utilizados ha mais de 50 anos,
proporcionam intimeras vantagens, uma delas ¢ que pode ser considerado um

agente biologico de maior potencial para o controle de insetos-praga florestais,



agricolas e vetores de doenca, gracas a especificidade das d-endotoxinas aos
insetos e invertebrados alvos. Outra vantagem ¢ a sua inocuidade aos
vertebrados e meio ambiente, inclusive insetos benéficos ¢ inimigos naturais
(Krieg & Langenbruch, 1981; Monnnerat & Bravo, 2000; Cardenas et al., 2001),
fazendo deste agente um componente-chave em estratégias de manejo integrado
de pragas (Bravo & Quintero, 1993; Schnepf et al., 1998). Além disto, pesticidas
a base de proteinas Cry tém baixo custo de desenvolvimento e registro, em

relacdo a um novo inseticida quimico sintético (Schnepf et al., 1998).

2.4 A variabilidade genética

Os genes Cry sdo classificados de acordo com a sequéncia de
aminoacidos de seus produtos e a especificidade de agdo das toxinas. Por este
método foram descritos cinco grupos de genes cry diferentes, organizados em
algarismos romanos I-V (Hofte & Whiteley, 1989). Mas com o avanco da
biologia molecular do Bt, novos genes cry foram e vém sendo seqiienciados e
catalogados, dando origem a diversas excecdes dentro desta classificagdo.
Crickmore et al. (1998) propuseram a nova classificagdo baseada somente na
sequéncia de aminoacidos codificada pelos genes, ndo levando em consideragio
o perfil de toxicidade.

O nimero de copias dos genes Cry presente em uma determinada cepa de
Bt pode influenciar de maneira significativa na quantidade final da proteina
produzida pela bactéria. As cepas de Bt tém um grande potencial adaptativo em
termos de inseto-alvo decorrente desta multiplicidade e diversidade dos cristais
protéicos inseticidas. A associa¢do de processos de conjugagdo e transposicao
dos genes cry seria responsavel por tal diversidade (Aguiar, 2007; Gonzales et
al., 1982; Sanchis et al., 1988; Lereclus et al., 1982). Varios genes que codificam

para a proteina cristal fazem parte de uma estrutura complexa, a qual inclui



varios elementos genéticos moéveis, como transposons e IS (Insertion
Sequences). (Kronstad & Whiteley, 1984; Lereclus et al., 1984)

Algumas estirpes de Bt, algumas apresentam um tnico gene codificador
das proteinas Cry como a cepa kurstaki HD73 que contém somente o gene
crylAc localizado em um unico plasmidio de 50MDa (Lereclus et al., 1993).
Outras estirpes apresentam genes diferentes, como € o caso da cepa aizawai 7.29
que contém cinco genes, quatro deles localizados no cromossomo ou
megaplasmidios, e um quinto em um plasmidio de 45MDa (Sanchis et al., 1988).
Ja a subespécie israelensis apresentou cinco genes codificadores da o-
endotoxina e outro gene que codifica uma citolisina, todos localizados em um
unico plasmideo de 72MDa (Bourgouin et al., 1988).

As diversas linhagens de Bt produzem, além das d-endotoxinas, uma
série de outras toxinas que podem ou nao participar da agdo entomopatogénica.
Entre essas a principal € a proteina Cyt, de peso molecular 28kDa, uma citolisina
de agdo inespecifica, produzida principalmente pela subespécie israelensis,
sendo acumulada no cristal juntamente com as J-endotoxina tipicas desta
subespécie. Por ndo apresentar homologia com as demais Cry, as toxinas Cyt
ndo sdo classificadas como 3-endotoxina (Lereclus et al., 1993).

Bacillus thuringiensis apresentam alta variabilidade genética e estdo
amplamente distribuidas na natureza, sendo isoladas de amostras coletadas em
quase todos os ambientes onde foi procurada (Vilas Boas, 2002). Essa
variabilidade genética existente entre diferentes isolados tem sido estudada
principalmente por meio da utilizagdo de técnicas que tém como base a reagao
da polimerase em cadeia (PCR). Esta técnica envolve a sintese enzimatica in
vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenga da
enzima DNA polimerase. Ela baseia-se na sintese enzimatica de um fragmento

especifico de DNA utilizando primers (oligonucleotideos) que se anelam nas
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fitas opostas de um fragmento de DNA molde, flanqueando as regides de

interese (Mullis & Faloona, 1987).

2.5 Marcadores baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction)

O advento da biologia molecular tem provocado varias mudangas nos
tipos de acessos utilizados para caracterizacdo e identificagdo de bactérias,
fungos e na pesquisa de doengas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Diversas técnicas estdo disponiveis para a detec¢do da variabilidade
genética. Estas técnicas permitem a obtencdo de um numero ilimitado de
marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais
marcadores genéticos sdo utilizados para a deteccdo da variabilidade genética,
gerando informagdes sobre a diversidade genética (Guimaraes et al., 2006).

De acordo com Farah (1997), a técnica de PCR (Reagdo da Polimerase
em Cadeia) foi descrita por Kary Mullis no final dos anos 80 e tem
revolucionado a genética molecular, pois possibilita uma nova estratégia na
analise de genes por meios de um método simples e rapido de amplificacdo de
sequéncias. A PCR explora a capacidade de duplicacdo do DNA, permitindo
amplificar pequenos e especificos segmentos do genoma.

Para Bt esta técnica tem muitas utilidades e pode ser empregada com a
finalidade de amplificar regides conhecidas do DNA, para comparar
geneticamente isolados de Bt pouco conhecidos, além de identificar genes cry
especificos presentes em diferentes cepas de Bt, sendo possivel caracterizar
grande numero de isolados (Barreto, 2005; Ceron et al., 1995), analisar sua
distribuic@o ecologica (Thuler, 2007; Bravo et al., 1998) e ainda pode auxiliar
na identificag@o de novas espécies (Lima et al., 2002).

A sorotipagem ¢ o método, mas comumente utilizado para diferenciar
grupos de Bt, mais a determinagdo do sorotipo nem sempre traduz a atividade

inseticida de um isolado. Até o presente momento 84 sorotipos sdo conhecidos,
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porém existem alguns problemas como a ndo diferenciacdo entre B.
thuringiensis e B. cereus (Lecadet et al., 1999). Embora a sorotipagem seja uma
técnica simples é realizada apenas em alguns laboratérios do mundo, em
particular o Instituto Paster na Franca, onde se realiza a sorotipagem de B.
thuringiensis (Ramirez & Ibarra 2005). Assim técnicas alternativas
principalmente técnicas moleculares vem sendo utilizadas para caracterizagdo e
divergéncia genética de Bacillus ssp. (Shanghuan et al., 2001; Cherif et al.,
2003; Lima et al., 2002; Ticknor et al., 2001 Thuler, 2007; Bravo et al., 1998).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DO PERFIL PLASMIDIAL DE Bacillus

thuringiensis

1 RESUMO

Bacillus thuringiensis possui genes que codificam as proteinas Cry, que
sdo encontrados em cromossomos ou em plasmideos de diversos tamanhos (4-
150 MDa). Estes plasmideos sdo divididos em dois grupos, os menores que
30MDa e os maiores que 30MDa. Sendo esta diferenca observada quando as
amostras sio aplicadas em gel de agarose. Em B. thuringiensis plasmideos
menores estdo presentes em maiores quantidades, mais ainda ndo se sabe ao
certo qual a especifica funcdo dos mesmos. Quanto aos mega-plasmideos sabe-
se que sdo abrigos dos genes Cry e a quantidade de genes pode variar, podendo
apresentar apenas um unico gene ou varios em um mesmo plasmideo. No
presente trabalho foi usado um novo protocolo, mais pratico e rapido na
obtencdo do padrdo plasmidial de B. thuringiensis, com objetivo de caracterizar
o perfil plasmidial de um grupo de cepas pertencente a Embrapa Milho e Sorgo e
verificar a existéncia de relacdo desses perfis entre cepas pertencentes & mesma
subespécie. Foi possivel caracterizar 49 das 60 cepas utilizadas com a migragdo
das bandas em gel de agarose. Cepas pertencentes a mesma subespécie
apresentaram diferentes migragdes de plasmideos, com excecdo das cepas 348L
e 462A pertencentes a subespécie galleriare. A cepa T09 Bt tolworthi
apresentou idéntica migracdo plasmidial com as duas cepas pertencentes a
subespécie galleriare citadas a cima. Assim obteve-se 46 cepas com perfil
plasmidiais distintos, fazendo desta técnica uma ferramenta 1til para discriminar
cepas especificas, tornando-se valiosa em termos de propriedade intelectual e
reivindicagdes.

21



CHARACTERIZATION OF THE PLASMID PROFILE OF Bacillus
thuringiensis.

2 ABSTRACT

Bacillus thuringiensis harbors genes that encode the Cry proteins, that
are found on chromosomes or plasmids of various sizes (4-150 MDa). These
plasmids are divided into two groups, smaller than 30MDa and larger than
30MDa. The difference being observed when samples are applied in agarose gel.
In Bacillus thuringiensis small plasmids are present in larger quantities, their
specific functions unknow. Mega-plasmids usually harbors cry genes and the
number of genes may vary within each plasmid, it can harbor only a single gene
or several genes in the same plasmid. In the present research a new protocol
more practical and faster to achieve the standard plasmid of B. thuringiensis, in
order to characterize the plasmid profile of a group of strains belonging to
Embrapa Maize and Sorghum Research Center and verify the existence of such
relationship between strains belonging to the same subspecies. It was possible to
characterize 49 of the 60 strains used analyzing the migration of the bands in
agarose gel. Strains belonging to the same subspecies showed different
migration patterns, with exception of 348L and 462A strains belonging to
subspecies galleriare. The strains T09 Bt tolworthi showed identical plasmidial
migration with both strains belonging to the subspecies galleriare mentioned
above. Distinct plasmidial profile of 46 strains were obtained, and this technique
becomes a useful tool to discriminate specific strains and a valuable in terms of
intellectual property and claims.
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3 INTRODUCAO

3.1 Padréo plasmidial

Os genes que codificam as proteinas Cry encontram-se nos Cromossomos
ou em plasmideos de diversos tamanhos (4-150 MDa), ndo somente em
combinagdes distintas ou varias cépias dentro de um plasmideo, mas também
por combinagdes de plasmidios presentes nas diversas cepas de B. thuringiensis
(Lereclus et al., 1993).

Os plasmideos sdo elementos genéticos extracromossomais encontrados
em varias espécies de bactérias e em algumas leveduras. As moléculas de DNA
plasmidial sdo circulares e dupla-fita. Comparavel ao cromossomo bacteriano,
os plasmideos tém a habilidade de replicacdo autbnoma e possuem genes ativos.
Adicionalmente, durante a divisdo celular, observa-se a segregacdo de pelo
menos uma codpia do plasmideo para cada célula. Na natureza, alguns
plasmideos apresentam incompatibilidade funcional com outros plasmideos
similares, o que impede a residéncia simultdnea na mesma célula (Birge, 1994).

Um plasmideo padrdo parece estar relacionado com cada estirpe de
acordo com o sorotipo, ou qualquer outro grupo especifico. Os plasmideos
padrdes sdo divididos em dois grupos diferentes os menores que 30MDa e os
maiores que 30MDa, essa diferenca pode ser claramente notada quando as
amostras sdo aplicadas em gel de agorose. Os plasmideos menores ficam abaixo
do DNA cromossomal enquanto que os chamados mega-plasmideos ficam
acima. Em bactérias Gram positivas os plasmideos menores estdo presentes em
maiores quantidades, mais ainda ndo se sabe ao certo qual a especifica fungio
dos mesmos. Quanto aos mega-plasmideos sdo abrigos dos genes Cry, ¢ a
quantidade de genes pode variar de acordo com cada plasmideo podendo

apresentar apenas um Unico gene ou varios em um mesmo plasmideo. Ha
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indicios de que, além do gene cry, esses mega-plasmideos apresentem outros
genes de grande importancia (Berry et al., 2002; Chao et al., 2007; Roh et al.,
2007; Loeza-Lara et al., 2005).

Em fungdo da importancia dessas moléculas nas células hospedeiras e
seu uso como ferramentas moleculares, varias técnicas para a extragdo e
purificacdo dos plasmideos tem sido otimizadas (Gitahy et al., 2005).

A técnica mais utilizada ¢ a extragdo por lise alcalina e purificagdo por
ultracentrifuga¢do em gradiente de Cloreto de Césio (Sambrook 1989) foi um
dos primeiros métodos bioquimicos desenvolvidos e pode ser utilizado para
obtencdo de plasmideos de varios microorganismos (Gitahy et al., 2005). Essa
técnica, apesar de varios ajustes, continua sendo demorada e trabalhosa, e possui
um alto nivel de contaminagao pela utiliza¢do do brometo de etidio. Ramirez &
Ibarra (2008) desenvolveram um novo protocolo para Bacillus thuringiensis,
mais pratico e rapido na obtenc¢ao do padrao plasmidial.

O objetivo desse trabalho foi a caracterizacao do perfil plasmidial de um
grupo de B. thuringiensis pertencente a Embrapa Milho e Sorgo e verificar a
existéncia de relacdo do perfil plasmidial entre cepas pertencentes a mesma

subespécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Extracao de plasmideos

Sessenta cepas de Bt foram utilizadas para caracterizagdo molecular,
dentre elas 24 sdo identificadas por subespécies e pertencentes as seguintes
Instituicdes: USDA (United States Departament of Agriculture), Instituto
Pasteur ¢ Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS) de Sete Lagoas-MG. Outras 36
cepas ndo tém informacdo da subespécie e pertencem a colegdo da Embrapa —
CNPMS. As 24 cepas com identificacdo da subespécie ja foram caracterizadas
em relagdo a mortalidade da Spodoptera frugiperda (Valicente & Fonseca,
2004), assim como as outras 36 cepas (dados ndo publicados) (Tabela 1). As
cepas citadas estio armazenadas em glicerol em freezer a -80°C.

A caracterizagdo do perfil plasmidial de cepas de B. thuringiensis foi
realizado nos laboratorios de controle biologico e biologia molecular da

Embrapa Milho e Sorgo.
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TABELA 1 Relacdo de cepas de Bt utilizadas na caracterizagdo do perfil
plasmidial, mortalidade e local de origem

N° | Cepas do USDA Motalidade (%) Local de coleta
1 | HD-2 Btthuringiensis 37.8* Estados Unidos

2 | HD-3 Btfinitimus 5.2% Estados Unidos

3 | HD-4 Btalesti 6.8%* Estados Unidos

4 | HD-7 Btdendrolimus 5.4*% Estados Unidos

5 | HD-11 Bt aizawali 7.8% Estados Unidos

6 | HD-12 Bt morrisoni 28* Estados Unidos

7 | HD-29 Bt galleriare 12.8* Estados Unidos

8 | HD-73 Bt kurstaki 2.7* Estados Unidos

Cepas do Instituto Pasteur

9 | T-07 Bt aizawai 80.8* Franga

10 | T-09 Bt tolworthi 95.8% Franga

11 | T-06 Bt entomocidus 9.8* Franga

12 | T-24 Bt neoleonensis 17.9%* Franga

13 | T-27 Bt mexicanensis 17* Franga

14 | T-23 Bt japonensis 33.5% Franga

15 | T-10 Btdarmstadiensis 77.9%* Franga

16 | T-16 Bt indiana 12.2% Franga

Cepas da Embrapa Milho e Sorgo

17 | 344 —Bttolworthi 100 Foz do Iguagu - PR
18 | 426 —Bttolworthi Araripe - CE

19 | 474 —Btgalleriae 30 Desconhecido

20 | 348B - Bt alesti Desconhecido

21 | 348L — Bt galleriae Desconhecido

22 | 460 —Btdarmstadiensis 100 Melissa - PR

23 | 461 A — Bt tolworthi 100 Parana
24 | 462A—Bt galleriae 100 Parana

...continua....
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“TABELA 1, Cont.”

N°  Cepas com eficiéncia 100% Motalidade (%) Local de coleta

25  S460 100 Desconhecido

26 BTLM 100 Desconhecido

27  566BLR 100 Desconhecido

28 701A 100 Assis - SP

29 701B 100 Assis - SP

30 1119C 100 Santa Helena — GO

31 1124E 100 Rio Verde — GO

32 1131A 100 Jatai— GO

33 1131C 100 Jatai— GO

34 1132A 100 Rio Verde — GO

35 1132C 100 Rio Verde — GO

36 1138G 100 Jatai— GO

37 1109N 100 Rio Verde — GO

38 1145B 100 Rio Verde — GO

39 1145C 100 Rio Verde — GO

40 1148F 100 Jatai— GO

41 1132E 100 Rio Verde — GO

42 1135B 100 Rio Verde — GO

43  1136B 100 Santa Helena — GO

44 1139K 100 Rio Verde — GO

45 1354 100 Desconhecido

46 1355 100 Desconhecido

47  1357E 100 Desconhecido

48 1603B 100 Santa Catarina

49 1641 100 Londrina - PR

50 1644 100 Rolandia - PR
Cepas com eficiéncia 0%

51 376B 0 Pena Forte - CE

52 436 0 Caruaru - PE

53 257 0 Goidnia - GO

54 844K 0 Boa Esperanga - MG

55 1097 0 Guapé - MG

56 1096A 0 Guapé - MG

57 1425B 0 Caruaru - PE

58 1431B 0 Simdes Dias - SE

59 1540A 0 Caruaru - PE

60 1530A 0 Desconhecido

* Percentual de mortalidade descrito por Valicente e Fonseca, 2004. Os demais sio
Informagao cedida pelo laboratorio de controle biologico, Embrapa Milho e Sorgo.
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Todas as cepas foram submetidas a extra¢do plasmidial de acordo com
Ramirez & Ibarra (2008), com algumas modificagdes. Dois meios de cultura
foram testados quanto a eficiéncia e qualidade da técnica, para isso quatro cepas
da colegdo foram selecionas e plaqueadas em meio LB sélido, mantidas durante
aproximadamente 16 horas aos 28°C. Apds verificar o crescimento das coldnias,
uma pequena amostra de cada cepa foi inoculada em 50 mL dos seguintes

meios:

Meio de cultura Spizizen broth: 0,2% NH;SO,; 1,4% K,HPOy; 0,6% KH,POy;
0,1% Citrato de Sodio; 0,02% MgS0,.7H,0, suplementado com 0,5% glicose,

0,1% Acido Casamino e 0,01% extrato de levedura.

Meio de cultura LB sais (Lurian Bertani): 0,1% Glicose; 0,8% Caldo
nutritivo; 0,5% extrato de levedura; 0,03% MgSO,7H,0; 1% triptona; 0,002%
FeSOy4; 0,002% ZnSOy4; 0,002% MnSOy, € 0,5% de NaClL

As amostras foram colocadas sob agitacdo de 250 rpm a 28 °C durante
aproximadamente 16 horas. Ap6s o periodo de crescimento, foi verificada a
densidade oOptica de cada amostra a 600nm. As amostras foram centrifugadas
(Sorvall® Super T21) a 4°C por 15 minutos a 13.020 rpm. O pellet foi
ressuspendido em 20 mL de tampao TES (30mM Tris base; SmM EDTA; 50
mM NaCl; pH 8,0) seguido de centrifugacdo nas mesmas condigdes acima.

ApoOs a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 2 mL de tampdo de lise (tampdo TES, 20% sacarose, 2
mg/mL lisozima e 1 pL/mL de RNAse na concentragdo de 10 mg/mL) e
incubado em banho-maria a 37 °C por 90 minutos. Ap6s o banho-maria foi
adicionada em cada amostra 3 mL de SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfate) e

incubado a 65°C por 15 minutos. Em seguida, 1,5 mL de acetato de soédio 3M
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(pH 4.8) foram adicionados as amostras, que foram incubadas a -20°C por 30
minutos. As amostras foram centrifugadas a 4°C, por 20 minutos a 13.020 rpm.
Foram adicionados a esta suspensdo 12 mL de etanol absoluto sendo incubado
overnight a -20°C seguido de centrifugagdo por 20 minutos nas mesmas
condi¢des. Os pellets formados foram diluidos em 100 uL. de TE (Tris-EDTA
pH 8,0) e armazenados a -20 °C.

4.2 Eletroforese

Para visualizagdo do perfil plasmidial, 10 pL de cada amostra foram
aplicados em gel de agarose 0,5% em cuba horizontal. O tampao TAE (0,001M
EDTA pH 8,0; 0,04M TRIS pH 8,0; 0,02M 4cido acétido) foi utilizado tanto
para confecgdo do gel quanto para corrida que durou aproximadamente 4 horas a
100V. Apds a eletroforese, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio
(lug/ml) por aproximadamente 15 minutos e descorado em 4agua
aproximadamente 30 minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta e as

imagens captadas pelo fotodocumentador Gel Logic 200 Imaging System.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando se trabalha em escala, o meio de cultura para fermentacdo ¢
geralmente preparado usando um dos meios padronizados pelos grandes
laboratorios, para isolar microorganismos ou promover crescimento de bactéria.
No laboratorio de controle bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo o meio de
cultura (liquido ou so6lido) padronizado para obtencdo do crescimento de Bt é o
LB (Lurian Bertani) enriquecido com sais. Baseado nesse critério o meio LB
sais foi utilizado nesse trabalho.

A quantidade de fontes de nutrientes necessaria foi melhor no meio LB
que proporcionou um crescimento maior das cepas, essa diferenca pode ser

verificada com a leitura da OD (Tabela 2).

TABELA 2 Valor da densidade optica, com diferentes meios de cultura

ODsgoonm ODeéoonm
cornsor | beotFm  weigSicen
344 2,13 1,93
1644 2,15 1,98
T09 2,18 1,92
HD73 2,12 1,00

Ja é de conhecimento geral que os micro-organismos necessitam de
minerais para seu crescimento e para a formagdo de produtos metabdlicos. Para
o crescimento de Bt hd a necessidade de altos niveis de carbono (glicose),

nitrogénio (4cido casamino e extrato de levedura) e oxigénio (Lima, 2001).
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Segundo Iggen et al. (2002) e Lacadet et al. (1980), os sais proporcionam
formagdo do cristal protéico e tamponamento do meio o que também auxilia no
crescimento dessa bactéria.

No gel de agarose ¢ possivel visualizar a qualidade do perfil plamidial
(Figura 1). Os isolados que foram cultivados em meio LB enriquecido com sais
apresentaram bandas mais espessas, o que dificultou a contagem do ntimero de
plasmideos. Ja as amostras cultivadas em meio SB resultaram em um perfil mais
facil de ser avaliado, sendo possivel a contagem dos mesmos. A amostra T09
extraida com o meio SB apresentou um mega-plasmideo, enquanto a mesma
amostra extraida com o meio LB acrescido de sais ndo foi possivel a
visualizagdo do mesmo. Baseado nesse resultado o meio SB (Ramirez & Ibarra,

2008) foi o meio selecionado para extragdo das demais cepas.

Meio Meio
Spizizen broth Lurian Bertani sais
o I < Q 8 <t < 2
vE E3olBE 30 M
Mega-plasmideo . ,
~ "
DNA B .
cromossdmico — | > B“!
12216pb = s
=--'.-3-—l
==
e
3054pb —— ==
-
1018pb —

FIGURA 1 Perfil plasmidial em gel de agarose 0,5% e a qualidade visual
apresentada pelos meios de cultura SB e LB sais. M (Marcador
molecular 1 Kb Invitrogen)
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Das 60 cepas utilizadas nessa caracterizagdo, apenas uma nao apresentou
banda de DNA cromossémico ou de plasmideos (1109N). As cepas
apresentaram densidade optica entre 1,00 a 2,39 (Tabela 3) quando considerado
um comprimento de onda de 600nm (valor proporcional a densidade de
células). O niimero de plasmideos variou de 0 a 12 para cada cepa. Os mega-
plasmideos (acima da banda do DNA cromossdmico) foram usados como uma
segunda opcao, pelo fato da migragdo no gel de agarose durante eletroforese ser
muito limitada e, consequentemente, maior dificuldade de discriminag¢do das
bandas. Por isso a comparag@o incidiu apenas sobre os plasmideos que migraram
abaixo da banda do DNA cromossdmico.

O padrao plasmidial foi, em geral, Ginico para cada cepa (Figuras 1 a 4).
Algumas delas, pertencentes a mesma subespécie, apresentaram padroes
semelhantes, como é o caso das cepas T09 (Instituto Pasteur) (Figura 1), 344,
426 e 461A (Embapa Milho e Sorgo) (Figura 2C) pertencentes a subespécie
tolworthi; as cepas T9 e 426 apresentaram seis plasmideos entre 4.361 a
23.000pb, contudo ainda foi possivel diferencia-las devido a presenca de um
mega-plasmideo na cepa T09 e um plasmideo a mais na 426 com
aproximadamente 2.500 pb. A cepa 344 apresentou migracdo semelhante de
alguns plasmideos, mas diferenciou das demais cepas, com a presenca de dois
plasmideos a mais. A cepa 461A também apresentou migracao diferente com
presenca de apenas dois plasmidios. Dessa forma todos os integrantes da
subespécie tolworthi apresentaram perfil plasmidial tnico para cada cepa,

podendo assim ser discriminadas.
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TABELA 3 Cepas de Bacillus thuringiensis com seus respectivos valores de
densidade Optica apds 16 horas de crescimento em meio de cultura

SB
N*° Cepas OD soonm N*° Cepas OD soonm
1 HD-2 Bt thuringiensis 1,93 31 1124E 1,56
2 HD-3 Bt finitimus 1.64 32 1131A 2,01
3 HD-4 Bt alesti 1,99 33 11321C 2,04
4 HD-7 Bt dendrolimus 2,12 34 1132A 2,31
5 HD-11 Bt aizawai 1,68 35 1132C 2,00
6 HD-12 Bt morrisoni 2,03 36 1138G 2,00
7 HD-29 Bt galleriare 1.98 37 1109N 1,96
8 HD-73 Bt kurstaki 1,00 38 1145B 2,37
9 T-07 Bt aizawali 1,36 39 1145C 1,79
10 T-09 Bt tolworthi 1,92 40 1148F 2,05
11 T-06 Bt entomocidus 1,59 41 1132E 1,69
12 T-24 Bt neoleonensis 1,21 42 1135B 2,06
13 T-27 Bt mexicanensis 1,26 43 1136B 2,15
14 T-23 Bt japonensis 2,15 44 1139K 2,39
15 T-10 Bt darmstadiensis 1,94 45 1354 2,00
16 T-16 Bt indiana 1,30 46 1355 2,30
17 344 Bt tolworthi 1.93 47 1357E 1,76
18 426 Bt tolworthi 2,17 48 1603B 2,18
19 474 Bt galleriae 2,04 49 1641 1,87
20 348B Bt alesti 1,73 50 1644 1,98
21 348L Bt galleriae 2,12 51 376 1,98
22 460 Bt darmstadiensis 1,30 52 436 2,21
23 461 A Bt tolworthi 1.26 53 244 1,80
24 462 A Bt galleriae 2,14 54 844K 2,18
25 S460 2,27 55 1097 2,07
26 BT LM 1,92 56 1096 A 1,45
27 566BLR 2,13 57 1425B 2,00
28 701 A 2,32 58 1431B 2,21
29 701B 2,29 59 1540A 2,23
30 1119C 1,65 60 1530A 2,20

As cepas 348L e 462A (Figura 2C) pertencentes a subespécie galleriare,
apresentaram semelhanca na migracdo das bandas. Elas possuem seis
plasmideos entre 4.361 a 23.000pb e um mega-plasmideo em cada, ndo havendo
diferencas entre elas. J4 a cepa HD29 (Figura 2C) apresenta trés plasmideos

sendo que os mesmo coincidem com os das cepas 348L e 462A. A cepa 474
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apresentou mega-plasmideos assim como cepas 348L e 462A. Esta diferencga na
migragdo entre cepas pertencentes a mesma subespécie também foi detectado
por Ramirez e Ibarra (2008) com cepas pertencentes a subespécie israelensis,
thuringiensis e kurstaki.

Curiosamente a migracdo dos plasmideos presente nas cepas T09, 348L
e 462A foi idéntica, como pode ser observado na Figura 2C, e pertencem a
diferentes subespécies. Apesar dos plasmideos apresentarem o mesmo tamanho,
a sequéncia de DNA pode ser diferente, o que deve ser levado em consideracdo
em trabalhos futuros.

Migragdes plasmidiais semelhantes e até idénticas foram encontradas
dentro e entre subespécies. Apesar de serem de subespécies diferentes podem ter
evoluido de um unico ancestral em comum. Algumas cepas apresentaram
poucos plasmideos em comum apesar de serem da mesma subespécie. Isso se
deve ao fato de Bacillus thuringiensis ser capaz de perder plasmideos ao longo
da evolugdo. As demais cepas podem ter evoluido de ancestrais diferentes
explicando essa divergéncia encontrada no perfil plasmidial (Aptosoglou et al.,

1997; Lereclus et al., 1982).
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HD2 Bt thuringiensis
1D7 Bt dendrolimus
HD12 Bt morrisoni
HD73 Bt kurstaki
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T27 Bt mexicanensis
T23 Bt japonensis
T16 Bt indiana

HD3 Bt finitimus
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FIGURA 2 Padrao plasmidial de Bacillus thuringiensis em gel de agarose 0,5%.
M1: Marcador 1Kb, M2: Marcador A DNA Hind III
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Entre as cepas com eficiéncia de 100% para Spodoptera frugiperda, a
cepa 1641 foi a que apresentou o maior niimero de plasmideos, com um total de
12 plasmideos variando os tamanhos entre 1.636 e aproximadamente 23.000
pares de bases (Figura 3A). Esse grupo em geral apresentou grande diversidade,
ou seja, um perfil tnico para cada cepa (Figura 3). Duas cepas apresentaram
apenas DNA cromossomico (701B e 1132E), as demais apresentaram um ou
mais plasmideo, sendo a cepa 1355 a Unica desse grupo que apresentou mega-
plasmideo.

Das dez cepas pertencentes ao grupo com 0% de eficiéncia para o
controle de S. frugiperda, cinco cepas apresentaram apenas DNA cromossomico
(376B; 257; 844K; 1425B e 1540A) e outras cincos apresentaram de um a
quatro plasmideo (Figura 4). As cepas que apresentaram apenas DNA
cromossomico podem ter apenas mega-plasmideos que ndo foram visualizados
devido a dificil migracdo em gel de agarose. Ramirez e Ibarra (2008)
identificaram um grupo de oito cepas que apresentam apenas mega-plasmideos
tornando impossivel a diferenciagdo entre elas.

Com excecdo das cepas T09, 348L e 462A, que apresentaram a mesma
migracdo dos plasmideos e as cepas que apresentaram apenas DNA

cromossomico, todas as cepas apresentaram perfil plasmidial distintos.

36



—
o§m<585‘ram~v
\OH\Ow—ic\lw—*lanﬂ'ﬂ'
< O O — — on — O O O
mmml\lﬂ—i—i—i—i—i—i

A
12216 pb

5090p
3054p

23130ph

9416pb
6557pb

2027pb

FIGURA 3 Padrao plasmidial de Bacillus thuringiensis em gel de agarose 0,5%.
M1: Marcador 1Kb, M2: Marcador A DNA Hind 111
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FIGURA 4 Padrao plasmidial de Bacillus thuringiensis em gel de agarose 0,5%.
M1: Marcador 1Kb, M2: Marcador A DNA Hind III

Os trabalhos com plasmideos de B. thuringiensis tiveram maior avango
no final dos anos 70 quando levantaram a hipdtese de os plasmideos estarem
relacionados com a formagdo de cristais (Gonzaléz & Carlton, 1980). Depois a
ateng¢do voltou-se para a localizagdo dos genes cry em plasmideos e a capacidade
de transferéncia de plasmideos entre B. thuringiensis e B. cereus (Hu et al.,
2004; Jesen et al.,, 1995; Kronstad et al., 1983). Estes ¢ outros trabalhos
envolvendo plasmideos ja foram publicados, mais poucos relatam a importancia
do perfil plasmidial na caracterizag@o de cepas de Bt.

A presenga de mega-plasmideos nesse grupo de sessenta cepas foi menor
em relagdo ao trabalho de Ramirez & Ibarra (2008). Eles conseguiram isolar
mega-plasmideos da maioria das cepas, mas de forma similar a estes, mega-
plasmideos foram utilizados apenas em carater discriminatorio, sendo utilizado
apenas para diferengar a cepa T09 da cepa 426, presente na subespécie. Além

disso, mega-plasmideos sdo facilmente degradados durante o armazenamento,
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perdendo a informagdo sobre cada perfil, enquanto que os demais plasmideos, se
armazenados em boas condi¢des, podem ser visualizados em gel de agarose,
com um satisfatorio nivel de segurancga e reprodutibilidade.

No trabalho de Ramirez & Ibarra (2008), as maiores preocupagdes foram
sobre a reprodutibilidade e a viabilidade da técnica usada para isolar os
plasmideos, que foi comprovado neste trabalho.

Migragdes plasmidiais semelhantes e até idénticas foram encontradas
dentro e entre subespécies, isso reforca os relatos de Ramirez & Ibarra (2008)
que essa ferramenta ¢ 1til pra diferenciar cepa especificas, algo altamente

valioso em reivindicagdes de propriedade intelectual.
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6 CONCLUSOES

\

Cepas pertencentes & mesma subespécie podem apresentar diferentes
migragdes plasmidiais, enquanto cepas pertencentes a subespécies diferentes
apresentaram migragoes plasmidiais semelhantes e até idénticas.

Com a caracterizagdo distinta obtida pelo perfil plasmidial, se torna
dificil a constru¢@o de dados binarios e posteriores analises de agrupamentos.

Esta técnica pode ser utilizada para discriminar cepas especificas,
tornando-se uma ferramenta valiosa em termos de propriedade intelectual e

reivindicacdes.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Bacillus thuringiensis
UTILIZANDO REP-PCR (Repetitive Element Polymorphism)

1 RESUMO

Os elementos de sequéncias repetitivas de DNA t€m sido amplamente
estudados em organismos procariotos.  Estas sequéncias sdo altamente
conservadas e, se apresentam em multiplas copias no genoma da maioria das
bactérias Gram-negativas e em varias Gram-positivas, podendo ser utilizada para
produzir “fingerprints”. A caracterizagdo através de seqiiéncias repetitivas e
conservadas nos genomas bacterianos, principalmente das seqiiéncias REP
(Repetitive Extragenic Palindromic) e ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus), tem sido realizada por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), o que originou a ferramenta chamada REP-PCR (Repetitive
Element Polymorphism). O uso desta ferramenta tem a vantagem de os primers
possuirem sequéncias conhecidas e ja foram utilizados em estudos com vérias
bactérias. Assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar a divergéncia
genética entre 56 cepas de Bacillus thuringiensis com base nas sequéncias ERIC
e REP, seu agrupamento e possiveis relagdes destes grupos entre subspécies e
mortalidade. Os fragmentos gerados foram analisados por eletroforese em géis
de agarose ou poliacrilamida, dependendo do primer usado. As distancias
genéticas foram obtidas pelo complemento do coeficiente de Jaccard e os
agrupamentos foram realizados pelo método UPGMA com aplicacdo de
bootstrap para verificar a consisténcias dos agrupamentos. Uma segunda analise
foi realizada pelo método de Tocher. Os dendrogramas gerados pelos primers
ERIC e Bc-REP néo foram muito informativos quando avaliados separadamente,
ja com a analise em conjunto, detectou grande divergéncia genética entre as 56
cepas de B.thuringiensis com formacéo de 21 grupos quando considerada uma
distancia de 60% como ponto de corte. Entre estes grupos, houve valores de
bootstrap acima de 50% considerados consistentes também houve grupos menos
consistentes (<50%) que estd relacionada com o menor nimero de bandas
obtidas para avaliacdo. Essa baixa consisténcia pode estar relacionada com
numero de bandas, que foram menores nestes casos. A maioria dos grupos
formados com o método Tocher apresentou homologia com os grupos obtidos
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com o UPGMA e a formagdo dos grupos parece estar relacionada com
mortalidade e procedéncia, necessitando mais estudos para confirmagao.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Bacillus thuringiensis USING
REP-PCR (Repetitive Element Polymorphism).

2 ABSTRACT

The elements of repetitive DNA sequences have been widely studied in
procariots, are highly conserved and it is present in multiple copies in the
genome of most Gram-negative bacteria and several Gram-positive and can be
used to produce "fingerprints"in different organisms. The characterization
through the repetitive and conserved sequences in bacterial genomes, especially
sequences of REP (Repetitive Extragenic Palindromic) and ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) have been performed by
polymerase chain reaction (PCR), which led to the tool called REP-PCR
(Repetitive Element Polymorphism). The use of this tool has the advantage that
the primer sequences are known and have been used in studies with various
bacteria. Thus this study aimed to determine the genetic divergence among 56
strains of Bacillus thuringiensis based on the ERIC and REP sequences,
identifying whether there is formation of groups and whether these are related
subspecies and efficiency of mortality. The fragments generated were analyzed
by electrophoresis in agorose gel or polyacrylamide depends on primer used.
The genetic distances obtained by Jaccard coefficient and the groups were done
by method UPGM with bootstrap application to verify the consistence of the
groups. A second group analysis was done using Tocher method. The
dendrograms generated by primers ERIC and Bc-REP were not very informative
when evaluated separately, however with the analysis, detected high genetic
divergence among the 56 strains of B. thuringiensis with 21 groups being
formed when considering a distance of 60%. Analyzing these 21 groups has
been appearing bootstrap values higher than 50% and groups less consistent
(<50%) seem to be related to the bands that were smaller in this case. Some
groups formed with Tocher method presented homology with the obtained
groups by UPGMA and with these analysis can be related with mortality and
orign, requiring further study to confirm.
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3 INTRODUCAO

3.1 O uso de sequéncias de DNA repetitivo em analises genéticas

Os elementos de seqiiéncias repetitivas de DNA conhecido como rep-
PCR (Repetitive Element Polymorphism) tém sido amplamente estudados em
organismos procariotos (Versalovic et al., 1991), tem-se mostrado extremamente
confiaveis, reproduziveis, simples ¢ de rapida realizacdo e altamente
discriminatoria, mesmo entre populagdes de uma mesma espécie (Versalovic et
al., 1994; Louws et al., 1999; Rademaker & De Bruijin, 1997).

Rep-PCR utiliza primers que sdo complementares as sequéncias
repetitivas no DNA, altamente conservadas, que se apresentam em multiplas
copias no genoma da maioria das bactérias Gram-negativas ¢ em varias Gram-
positivas, podendo desta forma ser utilizado para produzir “fingerprints” em
diversos organismos (Versalovic et al., 1994). O uso desses primers leva a
amplificagdo seletiva de regides genomicas distintas localizadas entre as regides
repetitivas, o que gera padrdes e¢ bandas referentes as regides entre esses
elementos repetitivos (Rademaker & De Bruijin, 1997).

As sequéncias REP (Repetitive Extragenic Palindromic), descobertas em
Salmonella typhimurium e Escherichia coli (Higgins et al., 1982), foram
identificadas através de comparagdes das seqiiéncias de DNA das regides
intercistronicas de diferentes operons (Gilson et al., 1984; Higgins et al., 1982).
Elas sdo formadas por uma sequéncia conservada de 35-40pb, constituindo um
palindromo.

Novas seqiiéncias repetitivas de DNA identificadas como seqiiéncias
ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) foram descritas em
varios membros da familia Enterobacteriaceae, inclusive E. coli e S.

typhimurium (Sharples & Lloyd, 1990). Estas sequéncias também foram
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identificadas em regides intergénicas dentro e entre operons, muito semelhante
as sequéncias REP. Contudo, as seqiiéncias ERIC apresentam algumas
diferencas em relacdo as sequéncias REP, sendo compostas por uma maior
quantidade de pares de bases (124-127) e ndo restritas apenas as regides
transcritas dos genes (Stern et al., 1984; Sharples & Lloyd, 1990; Versalovic et
al., 1991; Shuhaimi et al., 2001). As sequéncias ERIC estdo localizadas em
regides transcritas e ndo codificadoras do cromossomo. Freqlientemente sdo
localizadas entre genes em operons com a posi¢do variando em relagdo ao
promotor ou terminador nas diferentes repeti¢cdes (Sharples & Lloyd, 1990).

A func¢do das seqiiéncias ERIC ainda nao foi completamente esclarecida,
mas devido a frequente localizagdo dentro de grandes operons multigénicos, €
possivel que estas seqiiéncias estejam regulando a expressao de genes associados
(Sharples & Lloyd, 1990).

Versalovic et al. (1991) delinearam pares de seqiiéncias iniciadoras
correspondentes as sequéncias palidromicas ERIC e REP. Devido a conservagdo
destas seqiiéncias, a orientagdo dos iniciadores em sentido oposto ao centro da
sequéncia, amplificando as regides entre duas repeticdes, o que permite a
obtencdo de padrdes especificos para espécies e linhagens bacterianas.

A caracterizagdo de sequéncias repetitivas e conservadas nos genomas
bacterianos, principalmente das sequéncias REP e ERIC, tem sido realizada por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o que originou a ferramenta
chamada rep-PCR (Repetitive Element Polymorphism) (Versalovic et al., 1991).

O uso de rep-PCR tem a vantagem de que os primers possuem
sequéncias conhecidas e ja foram utilizados em estudos com vdrias bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas. Desta forma nédo é necessario o conhecimento
prévio da estrutura genomica de uma determinada espécie e dispensa uma
selecdo inicial de primers, ¢ com isso, gera resultados em um periodo menor de

tempo (Shangkuan et al., 2001; Lima, 2002).
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Dentro do género Bacillus, que ¢ composto por uma grande diversidade
de espécies, muitos trabalhos ja foram realizados com a utilizacdo desta técnica
para diversas finalidades a exemplo da caracterizagdo de linhagens de B. cereus
e B. anthracis (Shangkuan et al., 2000), relagdo genética entre grupos de B.
cereus e B. anthracis (Cherif et al., 2003), caracterizagdo molecular de B.
anthracis (Shangkuan et al., 2001), relagdo genética entre populagdes de B.
cereus e B. thuringiensis (Peruca et al., 2008) entre outros.

Lima et al. (2002) utilizaram a técnica de PCR e sequéncias repetitivas
ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) e REP (Repetitive
Extragenic Palindromic) para analisar a similaridade genética entre 56
subespécies de Bt e 95 isolados, e juntamente com andlises de caracteristicas
morfoldgicas, chegaram a conclusdo que dois isolados nativos possam ser duas
novas subespécie de B. thuringiensis.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar a divergéncia
genética de 56 cepas de Bacillus thuringiensis com base nas sequéncias ERIC e
REP, identificando possiveis agrupamentos ¢ relacionando com subespécies e

eficiéncia de mortalidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

Cingilienta e seis cepas de Bt foram utilizadas para caracterizagdo
molecular, dentre elas 24 sdo cepas previamente identificadas por subespécies e
pertencentes as seguintes Instituigdes: USDA (United States Departament of
Agriculture), Instituto Pasteur, e Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS) de Sete
Lagoas-MG. Outras 32 cepas ndo t€m informagao da subespécie e pertencem a
colecdo da Embrapa — CNPMS. As 24 cepas com identificacdo da subespécie
foram previamente testadas em larvas de S. frugiperda (Valicente & Fonseca,
2004), assim como as outras 32 cepas (dados ndo publicados) (Tabela 1). As
cepas citadas estavam armazenadas no glicerol em freezer (-80°C).

Este experimento de divergéncia genética com ERIC e REP foi realizado

no laboratorio de biologia molecular da Embrapa Milho e Sorgo.
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TABELA 1 Relagao de cepas de Bt utilizadas na caracterizagdo molecular, com
percentual de eficiéncia na mortalidade da S. frugiperda e

procedéncia
N° | Cepas do USDA Motalidade (%) Local de coleta
1 | HD-2 Btthuringiensis 37.8% Estados Unidos
2 | HD-3 Bt finitimus 5.2% Estados Unidos
3 | HD-4 Btalesti 6.8% Estados Unidos
4 | HD-7 Btdendrolimus 5.4% Estados Unidos
5 | HD-11 Bt aizawali 7.8% Estados Unidos
6 | HD-12 Bt morrisoni 28* Estados Unidos
7 | HD-29 Bt galleriare 12.8* Estados Unidos
8 | HD-73 Bt kurstaki 2.7* Estados Unidos
Cepas do Instituto Pasteur

9 | T-07 Bt aizawai 80.8* Franga

10 | T-09 Bt tolworthi 95.8* Franga

11 | T-06 Bt entomocidus 9.8* Franga

12 | T-24 Bt neoleonensis 17.9* Franga

13 | T-27 Bt mexicanensis 17* Franga

14 | T-23 Bt japonensis 33.5% Franga

15 | T-10 Btdarmstadiensis 77.9%* Franga

16 | T-16 Bt indiana 12.2* Franga

Cepas da Embrapa Milho e Sorgo

17 | 344 —Bttolworthi 100 Foz do Iguagu - PR
18 | 426 —Bttolworthi 100 Araripe - CE
19 | 474 —Btgalleriae 30 Desconhecido
20 | 348B — Bt alesti Desconhecido
21 | 348L - Bt galleriae Desconhecido
22 | 460 — Btdarmstadiensis 100 Melissa - PR
23 | 461 A — Bt tolworthi 100 Parana
24 | 462A—Bt galleriae 100 Parana

...continua...
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“TABELA 1 Cont.”

N°  Cepas com eficiéncia 100% Motalidade (%) Local de coleta

25 S460 100 Desconhecido

26 BTLM 100 Desconhecido

27  566BLR 100 Desconhecido

28 701A 100 Assis - SP

29 701B 100 Assis - SP

30 1119C 100 Santa Helena — GO

31 1124E 100 Rio Verde — GO

32 1131A 100 Jatai— GO

33 1131C 100 Jatai— GO

34 1132A 100 Rio Verde — GO

35 1132C 100 Rio Verde — GO

36 1138G 100 Jatai— GO

37 1109N 100 Rio Verde — GO

38 1145B 100 Rio Verde — GO

39 1145C 100 Rio Verde — GO

40 1148F 100 Jatai— GO

41 1132E 100 Rio Verde — GO

42 1136B 100 Santa Helena — GO

43  1139K 100 Rio Verde — GO

44 1354 100 Desconhecido

45 1355 100 Desconhecido

46  1357E 100 Desconhecido

47  1603B 100 Santa Catarina

48 1641 100 Londrina - PR

49 1644 100 Rolandia - PR
Cepas comeficiéncia 0%

50 844K 0 Boa Esperanga - MG

51 1097 0 Guapé - MG

52 1096A 0 Guapé - MG

53 1425B 0 Caruaru - PE

54 1431B 0 Simdes Dias - SE

55  1540A 0 Caruaru - PE

56  1530A 0 Desconhecido

* Percentual de mortalidade descrito por Valicente e Fonseca (2004).
Informagao cedida pelo laboratorio de controle biologico, Embrapa Milho e Sorgo.
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4.1 Extracao e purificacdo do DNA

O DNA gendmico das cepas de Bt foi isolado e purificado de acordo
com Shuhaimi et al. (2001) com algumas modificagdes. As cepas foram
plaqueadas em meio LB (Lurian Bertani) s6lido por aproximadamente 12 a 16
horas em temperatura de 28°C. Com a al¢a de platina coletou-se uma pequena
amostra e transferiu para 10 mL de meio LB liquido, e mantido sob agitacdo
constante de 100 rpm e 28°C por um periodo de 16h.

Foi coletado um volume de 4 mL da cultura crescida e centrifugou-se em
centrifuga modelo Eppendorf Centrifuge 5415C, a 4.600g por 5 minutos. O
sedimento formado foi lavado com agua ultra pura estéril e ressuspendido em
700 pL de solugdo tampdo contendo (50 mM de Glicose, 25 mM de Tris/HCl e
10 mM de EDTA, pH 8,0) mais lisozima na concentracdo de 20mg/mL e foram
levadas ao banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apds esse tempo, 25 uL de SDS
10 % e 5 pL de Proteinase K foram adicionados a cada amostra, seguido de
incubagdo a 60°C durante uma hora. Em cada amostra foram adicionados 500
puL de fenol/cloroformio/alcool isoamilico na propor¢do de 25:24:1 seguido de
centrifugacdo por um minuto a 12.000g. Aproximadamente 300 pL da fase
aquosa superior foram transferidos para um novo tubo e acrescentados 0 mesmo
volume de acetato de potassio 3M mais 600 pL de alcool isopropanol gelado e
centrifugado a 12.000g por 10 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70% e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. O pellet foi seco de
forma a ndo apresentar nenhum residuo de etanol e ressuspendido em 150 uL de
TE (Tris/EDTA).

As amostras contendo DNA genomico de cada cepa foram quantificadas
em gel de agarose 1%. Apos a quantificagdo foram preparadas as amostra de

trabalho na concentragdo de 10 ng/pl, a partir da solugdo concentrada. As
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amostras concentradas foram armazenadas a —20 °C e as amostras de trabalho a

4°C.

4.2 PCR utilizando primer ERIC e eletroforese dos produtos da reacgéo

As reagdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL, sendo o
volume total da reagdo de 20 puL. A reacdo foi constituida de 30 ng de DNA, 3
mM de MgCl,, tampao 10 X (20 mM de Tris ¢ 50 mM de KCI), 250 uM de
dNTP, 10 uM de cada primer e duas unidade de Taq DNA Polimerase.

As seqiiéncias dos primers foram as utilizadas por Lima et al.(2002).

ERIC 1R 5'- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3"
ERIC 2R 5- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"

As reacdes foram realizadas em termociclador modelo Mastercycler
(Eppendorf, Hanburg, Germany), com as seguintes condi¢des: desnaturagdo a
94°C por um minuto, anelamento a 50°C por um minuto, extensdao a 72°C por
dois minutos, e apds 40 ciclos as amostras foram submetidas a uma etapa final
de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram separados inicialmente em gel de
agarose 1,5%. Alternativamente, foi utilizado gel de poliacrilamida 6% para
separa¢do dos fragmentos, com duragdo da corrida de aproximadamente duas
horas a 150 V utilizando tampao TBE (500 mM EDTA pH 8,0; 1M TRIS pH
8,0; 0,089M 4cido borico) para a preparagdo do gel quanto para cuba de corrida.
Apbs a corrida o gel foi corado com nitrato de prata 0,2% sendo visualizado em

fotodocumentador Gel Logic 200 Imaging System.
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4.3 PCR utilizando primer Bc-REP e eletroforese dos produtos da reacéo
As reagdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL, sendo o
volume total da reagdo de 20 puL. A reagdo foi constituida de 50 ng de DNA, 3
mM de MgCl,, tampao 10 X (20 mM de Tris e 50 mM de KCI), 250 uM de
dNTP, 10 uM de cada primer e duas unidades de Tag DNA Polimerase.
As seqiiéncias dos primers utilizados estdo de acordo com o trabalho

Ramirez & Ibarra (2005).

Bc-REP-1 5'-ATTAAAGTTTCACTTTAT-3"
Bc-REP-2 5'-TTTAATC AGTGGGG-3"

Para os primers REP o programa foi: desnaturagdo a 94°C por cinco
minutos, seguido de 36 ciclos com temperatura de desnaturagdo de 94°C em um
minuto, anelamento a 42 °C durante um minuto, extensdo a 72°C por dois
minutos. Adicionalmente, foi realizada uma etapa final de extensdo a 72°C por
sete minutos.

Os fragmentos amplificados a partir dos primers REP foram separados
em gel de agarose 1,2%, com corrida em cuba horizontal com tampao utilizado
para preparacdo e corrida do gel foi o TAE (0,001M EDTA pH 8,0; 0,04M TRIS
pH 8,0; 0,02M 4acido acético), a corrida foi realizada a 80V por
aproximadamente 3 horas. Apds esse tempo o gel foi corado em solugao de
brometo de etidio (1pug/mL) durante 15 minutos e descorado em agua por 20
minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta e as imagens captadas pelo

fotodocumentador Gel Logic 200 Imaging System.
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4.4 Avaliacéo dos dados moleculares
As bandas obtidas pelos marcadores ERIC e REP foram analisadas
visualmente, e construida uma matriz considerando os dados bindrios, em que o

valor 1 (um) foi atribuido a presenca da banda e o valor 0 (zero) para auséncia.

4.5 Analises da diversidade genética

As relagdes genéticas entre as cepas foram avaliadas por meio de uma
matriz de distdncia genética construida utilizando-se o complemento do
Coeficiente de similaridade Jaccard (CSJ), a qual ndo considera as similaridades

negativas, isto é, a auséncia do produto. (Cruz & Carneiro, 2006).

D= 1- (a/(at+b+c))

A partir das estimativas de dissimilaridades, as linhagens foram
agrupadas utilizando o método hierdrquico UPGMA (Unweighted Pair-Group
Mean Average) com a realizacdo do teste de bootstrap (1000 vezes) para avaliar
a consisténcia do agrupamento (Efron & Tibshirani, 1993). Uma segunda analise
de agrupamento foi realizada utilizando o método de Tocher. Todas estas

analises foram realizadas com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Primers ERIC

Os fragmentos gerados nas reagdes de PCR foram primeiramente
separados em gel de agarose, onde algumas amostras apresentaram bandas com
coloragdo forte e facil de visualizar, mas a maioria apresentou bandas com
coloragdo fraca ou auséncia das mesmas (Figura 1A). Diferentes concentragdes
de DNA foram testadas com o objetivo de se melhorar a resolucdo dos
fragmentos amplificados, porém ndo se obteve sucesso (dados ndo
apresentados). Como opg¢do, as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida o qual proporcionou uma melhor resolucdo, sendo possivel
visualizar bandas em todas as amostras (Figura 1B) e polimorfismos ndo
detectados em gel de agarose.

Os trabalhos consultados relatam a utilizagdo de géis de agarose para a
separacdo dos fragmentos (Versalovic et al., 1994; Shuhaimi et al., 2001; Lima
et al., 2002; Peruca et al., 2008), o que foi o diferencial nesse trabalho. O gel de
poliacrilamida apresenta uma malha menos porosa e sensivel, separando
fragmentos com diferenca de até um par de base, o que pode explicar a maior
quantidade de polimorfismos em relagdo ao apresentado no gel de agarose.

A utilizag@o da poliacrilamida foi necessaria € muito informativa para os
resultados, sendo possivel visualizar maior nimero de bandas em relacdo ao gel
de agarose. Dessa forma fica como sugestdo para trabalhos futuros com os
primers ERIC, a utilizagdo de géis de poliacrilamida para separagdo de
fragmentos. O numero de bandas variou de 2 a 12 por cepa, com um total de 21

bandas distintas e fragmentos entre 220 a 3.054 pares de base.
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FIGURA 1 Resultados obtidos com o produto da amplificacdo do primer ERIC
separados em gel de agarose e poliacrilamida. (A) Gel de agarose
1,2%, 1: 344 Bt tolworthi; 2: 1644; 3: T09 Bt tolworthi; 4: HD73
Bt kurstaki; 5: 1431B; 6: 1540A. (B) Gel de poliacrilamida 6,0%.
1: HD2 Bt thuringiensis; 2: HD3 Bt finitimus; 3: HD4 Bt alesti; 4:
HD7 Bt dendrolimus; 5: HD11 Bt aizawai; 6: HD12 Bt morrisoni e
M: Marcador molecular 1Kb

Por meio da analise que utilizou o agrupamento UPGMA e considerado
uma distancia de 60% (como ponto de corte), 14 grupos se formaram (Figura 2)

sendo que os grupos 5, 6, 7 e 12 sdo formados apenas por cepas com 100% de
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eficiéncia na mortalidade da S. frugiperda e sem identificacdo de subespécies.
Os grupos 9 e 10 sdo formados apenas por cepas com 0% de eficiéncia na
mortalidade da S. frugiperda. Ja os grupos 2, 4, 8, 11 e 13 s8o formados por
cepas com identificacdo da subespécie independente do percentual de
mortalidade.

O grupo 3 se apresentou heterogéneo em relacdo a identificagdo de
subespécie, sendo as cepas que o compde sao cepas com € sem essa
identificagdo, por outro lado homogéneo em relagdo a mortalidade, pois todos os
integrantes deste grupo apresentam eficiéncia de 100% na mortalidade da S.
frugiperda.

O grupo 1 foi o mais heterogéneo, formado por cepas com e sem
identificacdo de subespécie e cepas com 100% e 0% de eficiéncia na
mortalidade da S. frugiperda. Lima et al., (2002) utilizaram primer ERIC em
andlises filogenéticas de B. thuringiensis, obtendo dois grupos, sendo um
contituido por cepas com identificacdo de subespécie e outro com cepas sem
subespécie e ainda identificou diferente padrdes de bandas para maioria das

cepas.
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5.2 Primers Bc-REP

Os fragmentos gerados pelos primers REP foram separados em gel de
agarose. A boa resolucdo no gel possibilitou discriminar mesmo as bandas com
coloragdo mais fracas (Figura 3). Todas as cepas apresentaram bandas que
variaram de um a oito, com um total de 16 bandas distintas e fragmentos entre
2,0 a 3,8Kb. Nesse caso ndo foi necessario separa-los em gel de poliacrilamida,
seguindo o padrido utilizado em outros trabalhos. Ramirez & Ibarra (2005)
trabalhando com outras cepas de B. thuringiensis, utilizaram essa mesma
sequéncias do primers Bc-REP e gel de agarose, e detectaram grande

polimorfismo.

pb

3054
1636

517

FIGURA 3 Produtos da amplificagdo do primer REP separados em gel de
agarose 1,2%. Os niimeros nas canaletas equivalem as cepas de Bt.
1: 1644; 2: 344 Bt tolworthi; 3: HD73 Bt kurstaki; 4: T09 Bt
tolworthi; 5: 1431B; 6: 1530B; CN: Controle negativo e M:
Marcador molecular 1Kb
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Um grande nimero de cepas apresentou o mesmo perfil de bandas. Com
isso o primer REP mostrou ser menos informativo que o primers ERIC. Lima et
al., (2002) também detectaram maior polimorfismo com o primers ERIC mesmo
utilizando géis de agarose para separagdo dos fragmentos.

A partir da matriz de distancia genética gerada pelos dados fornecidos
com o primers REP foi construido um dendrograma (Figura 4), e considerando
uma distancia de aproximadamente 55% (distdncia média) foram obtidos 15
grupos altamente heterogéneos com excecdo do grupo 4 que apresentou
homogenidade com cepas 100% eficientes na mortalidade da S. frugiperda.
Cepas pertencentes a subespécies diferentes tiveram similaridade como pode ser
observado nos grupos 2 ¢ 9. Ramirez & Ibarra (2005) também detectaram
padrdes idénticos para a sequéncia REP em cepas pertencentes a subespécies

diferentes.
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5.3 Andlise em conjunto dos fragmentos gerados em reagGes com 0s primers
ERIC e Bc-REP

Com a analise em conjunto podemos observar no dendrograma (Figura
5) que a cepa T24 Bt neoleonensis foi a mais distante geneticamente do restante
dos grupos formados com uma distancia de aproximadamente 100% seguido
pela cepa 701B com aproximadamente 90%. As demais cepas formaram um
grande grupo constituido de pequenos subgrupos. Considerando a média da
distancia da populagdo foi definido um ponto de corte de aproximadamente 60%
de distancia. Com isso houve a formacédo de 21 grupos (Tabela 2), sendo o maior
deles formado por cepas com 100% de eficiéncia na mortalidade da S.
frugiperda. Dentro deste grupo as cepas 1131A, 1119C, 1132E e 1132A tiveram
100% de similaridade, da mesma forma as cepas 1138G, 1132C, 1131C, 1139K
e 1145B e também a 1148F com 1145C. Essas e outras cepas foram utilizadas
por Valicente em trabalhos realizados na Embrapa (CNPMS) (dados nao
publicados), onde primers especificos para os genes cryl eficientes contra a S.
frugiperda foram testados. A grande maioria delas amplificou para o mesmo tipo
de gene (Tabela 3).

Apesar das cepas com 100% eficientes terem similaridade e
apresentarem amplificagdo para o gene CrylD, as seqiiéncias ERIC e REP nao
tem qualquer relagdo com os tipos de endotoxinas produzidas por estas bactérias
(Lima et al., 2002). O uso desses primers leva a amplificagdo seletiva de regides
genOmicas distintas localizadas entre as regides repetitivas, (Rademaker & De
Bruijin, 1997). A similaridade destas cepas esta relacionada com o nimero
destas seqiiéncias presente no genoma de cada uma. Isso pode ser comprovado
através das cepas que apresentaram os mesmos genes ¢ ndo foram similares para
as seqiiéncias ERIC e REP como, por exemplo, a cepa 1354 ¢ 1357E entre

outras.
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Da mesma forma cepas que tiveram alta similaridade para ERIC ¢ REP
ndo apresentavam o mesmo gene Cryl como as cepas 1644 ¢ 1641. A grande
similaridade entre as cepas do grupo 21 pode estar relacionada ao local de
origem (Tabela 1 dos materiais e métodos). Com excegdo das cepas 1355 e 1354
que ndo tem essa informagdo, as demais foram coletadas no estado de Goias
sendo das cidades de Jatai, Rio Verde e Santa Helena localizadas no sudoeste
deste estado. As cepas 1644 e 1641 pertencentes ao grupo 19 foram coletadas no
norte do estado do Parana e estdo agrupadas com distancia de 40%, assim como
as cepas 844K (Zona da Mata) e 1097 (Sudoeste) coletadas no estado de Minas
Gerais e com eficiéncia 0 % na mortalidade de S. frugiperda (grupo 18).

Com uma distancia de aproximadamente 35% as cepas S460, 5S66BLR e
462 Bt gallariare pertencentes ao grupo 12 foram coletadas no estado do Parana
sendo a cepa S460 da Colonia Melissa no oeste deste estado, as outras duas
cepas nao foi informado a cidade de coleta. Isso reforca os relatos de Hongyu et
al. (2000) que a evolugdo de B. thuringiensis pode estar relacionado com a
localizacdo geografica. As cepas 701A e 701B da cidade de Assis — SP, apesar
de estarem na mesma cidade ndo se agruparam. Uma hipétese ¢ que nesse local
possam existir populagdes que se originaram de diferentes ancestrais

(Aptosoglou et al., 1997; Lereclus et al., 1982).
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FIGURA 5 Dendrograma construido com a analise conjunta dos primers ERIC e Bc-REP, usando o método das médias

das distancias (UPGMA)
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TABELA 2 Grupos obtidos entre as 56 cepas de B. thuringiensis com base no método das médias das distancias
(UPGMA) e considerando a ponte de corte em 60% de distancia

Grupos Cepas Bt
1 T24 Bt neoleonensis
2 701B
3 HD2 Bt thuringiensis
4 T10 Bt darmstadiensis - HD7 Bt dendrolimus - HD4 Bt alesti - HD12 Bt morrisoni
5 461A Bt tolwothi
6 HD3 Bt finitimus
7 344 Bt tolworthi
8 1530A
9 T27Bt mexicanensis
10 1540A
11 1425B

12 426 Bt tolworthi - 566BLR - 462A Bt galleriae - BTLM - S460

13 T06 Bt entomocidus - T09 Bt tolworthi

14 1431B

15 T16 Btindiana

16 T23 Bt japonensis - HD73 Bt kurstaki - HD29 Bt galleriae - HD11 Bt aizawai - T07 Bt aizawai

17 1096A - 1603B- 474 Bt galleriae - 460 Bt darmstadiensis - 348L Bt galleriae - 348B Bt alesti

18 1097 - 844K

19 1644 - 1641

20 1357E - 701A

21 1355—1354 - 1136B — 1109N — 1124E — 1148F — 1145C - 1131A - 1119C - 1132E - 1132A - 1138G - 1132C - 1131C - 1139K - 1145B




TABELA 3 Cepas de B.thuringiensis eficientes no controle de larvas de S.
frugiperda e a relagdo de genes cryl presentes em cada uma

Cepas Genes cry

cry 1B cry 1Ea/cryEb crylA crylAb CrylFb cry 1D cry 1C

T09 Bt tolworthi

426 Bt tolworthi

344 Bt tolworthi
460Bt darmstadiensis
461A Bt tolwothi
462 A Bt galleriae
BT LM

566BLR X X
701 A X
701B

1119C X
1124E X
1131A

1131C

1132A

1132C

1138G

1109 N

1145B

1145C

1148F

1132 E

1136 B X
1139K X
1354
1357E
1355
1641
1644 X X X X X X

X X X

X X X X X
X X X X

x
x
X X X X X X X X

X X X X X X X X X
X X X X X X X

X X X X X X X X X X X

x

X X X X
x

Fonte: laboratério de controle bioldgico da Embrapa Milho e sorgo. Dados ndo
publicados.
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As cepas pertencentes as subespécie tolworthi, alesti e darmstadiensis,
apresentaram-se em grupos diferentes, ou seja, ndo apresentaram similaridade
para sequéncias ERIC e REP. Ja& a subespécie aizawai com duas cepas
representantes (T07 e HD11) mantiveram-se no mesmo grupo, juntamente com
T23 Bt japonensis, HD73 Bt kurstaki e HD29 Bt galleriae, enquanto a
subespécie galleriare com quatro representantes se distribuiu, ficando no mesmo
grupo a 348L e 474 e outras duas cepas (462A e H29) distribuidas em grupos
diferentes.

O grupo 12 formado por 426 Bt tolworthi, 566BLR, 462A Bt galleriae,
BTLM e S460, também apresentaram uma relagdo na amplificagdo dos genes,
com excecdo da cepa 462A que apresentou menor amplificagdo do gene cryl em
relagdo as cepas pertencentes a esta subespécie (Tabela 3), a S460 ndo tem a
informagdo destes genes. Dentre as 56 cepas avaliadas 12 n3o se agruparam
quando considerado o ponto de corte em 60% de distancia, entre elas estdo cepas
com eficiéncia 100%, 0%, e cepas com identificacdo de subespécie, essas cepas
so0 apresentaram inclusas em grupos quando considerado distdncia maior que
60%.

Estes resultados sugerem que a relacdo genética entre cepas de Bt ndo ¢
necessariamente definida apenas pela especificidade toxica, mas por uma série
de atributos, tais como genes cry, morfologia do cristal, padrio plasmidial e
local de origem Ramirez & Ibarra (2005).

Na Figura 6 podemos observar os valores de bootstrap, aplicado para
avaliar a consisténcia dos agrupamentos. O resultado dessa analise é o
percentual de vezes que um determinado grupo aparece quando esta analise ¢
repetida (1000 vezes) (Efron & Tibshirani, 1993). Assim foram obtidos valor de
bootstrap de 100% quando as cepas HD3 Bt finitimus e 461A Bt tolwothi se
agruparam com HD4 Bt alesti, HD7 Bt dendrolimus, T10 Bt darmstadienis,
HD12 Bt morrisoni, HD2 Bt thuringiensis considerando uma distancia 88% e
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ainda obteve-se um percentual de boostrap de 51% quando esse grupo se
interligou com os demais, considerando uma distancia de 90%. A cepa T24 Bt

neoleonensis foi a mais distante dos demais grupos com consisténcia de 73%.
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FIGURA 6 Dendrograma construido com a andlise conjunta dos primers ERIC e Bc-REP, usando o método das médias



Considerando ponte de corte de 60% de distancia, obteve-se a formagao
de 21 grupos (Tabela 2) ja relatados. Com o bootstrap podemos observar a
consisténcias destes grupos (Figura 6), sendo o agrupamento entre HD29 Bt
galleriae ¢ HD11 Bt aizawai com 10% de distdncia o grupo com maior
percentual (100%). A inser¢do de outras cepas nesse grupo apresentou valores
de bootstrap acima de 50% sendo da HD73 Bt kurstaki (53%), TO7 Bt aizawai
(54%) e T23 Bt japonensis (82%), assim podemos dizer que o grupo 16
apresenta uma alta consisténcia. Outros grupos também apresentaram valores de
bootstrap alto, como o grupo 13 (T09 Bt tolworthi e T06 Bt entomocidus) com
distancia 20% e consisténcia de 98%, grupo 20 (701A e 1357) com distancia de
40% e percentual de bootstrap de 81% e o grupo 19 (1644 e 1641) com distancia
de 45% e consisténcia de 65%. J& o grupo 4 iniciou com o agrupamento de HD4
Bt alesti e HD7 Bt dendrolimus com uma distancia de 13% e 99% de bootstrap,
a cepa T10 Bt darmstadienisse se interligou com este grupo com uma distincia
de 38% e confiabilidade de 61%, um pouco mais consistente (62%) a cepas
HD12 Bt morrisoni também se interligou a este grupo com uma distincia de
59%. Por ultimo o grupo 12 que iniciou com o subgrupo BTLM e S460, com
uma distancia de 17% e 76% de consisténcia, seguido pelo subgrupo 462A Bt
galleriae e S66BLR com distancia de 30% e valor de bootstrap de 71%. Estes
dois subgrupos se interligaram com uma distancia de 37% e consisténcia de
83%, sendo a formagdo do grupo 12 finalizada com a inser¢do da cepa 426 Bt
tolworthi com distancia de 57% e bootstrap 59%. Sendo assim os grupos 4, 12,
13, 16, 19 e 20 considerados altamente consistentes.

Foram considerados menos consistentes aqueles grupos com valores de
bootstrap menores que 50%, como o grupo 18 (844K e 1097) com distancia de
45% e 42% de confiabilidade. Ja o grupo 17 é formado por dois subgrupos
sendo que o primeiro deles iniciou com 348L Bt galleriae ¢ 348B Bt alesti com

uma consisténcia considerada alta (54%), enquanto os demais integrantes deste
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subgrupo apresentaram baixo valor de bootstrap como 460 Bt darmstadiensis
com distancia de 28% e 29% de consisténcia e 1603 com distancia de 45% e um
percentual de confiabilidade de 24%. O segundo subgrupo (1096A e 474 Bt
galleriae) apresentou uma distdncia de 48% ¢ 17% de consisténcia, estes dois
subgrupos se interligaram com 36% de bootstrap em uma distancia de 53%.

O grupo 21 foi o maior grupo, formado por 4 subgrupos sendo o
subgrupo 1 formado pela integracdo da cepa 1124E com 1148F e 1145C com
uma distancia de 10% e consisténcia de 32%, subgrupo 2 formado por 1136B ¢
1109N com distancia de 13% e 30% no bootstrap, subgrupo 3 formado pela
integracdo das cepas 1145B, 1139K, 1131C, 1132C e 1138G com as cepas
1132A, 1132E, 1119C ¢ 1131A com uma distancia de 13% e confiabilidade de
40%. O subgrupo 4 integra as cepas 1354 e 1355 com 32% de distancia e 29%
de consisténcia. O subgrupo 1 se interligou com o subgrupo 3 com uma
consisténcia considerada alta (80%) em uma distdncia 20%, seguido pela
integracdo do subgrupo 2 com 25% de distancia e 58% de repitibilidade e
finalizando com a integrac¢do do subgrupo 4 com 35% de consisténcia e 47% de
distancia, assim o grupo 21 foi considerado com baixa consisténcia.

Esta baixa consisténcia parece estar relacionada com nimero de marcas
encontradas com os primers ERIC e REP, uma vez que estas cepas apresentaram
menores numeros de marcas que as demais, ou seja, para confirmar essas
similaridades € necessario um nimero maior de marcas ou ainda a utilizagdo de
outros marcadores moleculares como, o marcador AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), por exemplo, que apresenta um maior numero de
fragmentos e segundo Pattanayak et al. (2000) pode ser um excelente método

para caracterizagdo molecular de Bt.
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O método de Tocher também foi utilizado para verificar a homologia do
agrupamento com o UPGMA. A primeira analise feita com as 56 cepas formou
cinco grupos (Tabela 4), sendo que o grupo 1 foi constituido por 51 cepas com
média de 63% de distancia, grupo 2 formado por HD2 Bt thuringiensis e HD3 Bt
finitimus tiveram uma média de distancia de 75%, e a maior distincia foi entre o
grupo 2 ¢ 5, 96%.

Uma segunda anélise foi realizada, incluido apenas as 51 cepas do grupo
um, com isso 12 subgrupos se formaram, sendo os subgrupos 1.5 ¢ 1.10 os mais
distantes com 82% e o menos distantes 1.6 e 1.10 com 50%. Essa menor
distancia do subgrupo 1.6 e 1.10 provavelmente esteja relacionada com a
subespécie ja que as duas cepas pertencem a subespécie tolworthi.

A terceira analise incluindo as 26 cepas pertencentes ao subgrupo 1.1
formou 6 subgrupos com as menores distancias, sendo do grupo 1.1.1 formado
por cepas com eficiéncia de 100% na mortalidade da S. frugiperda com excecéo
da cepa 1096A que apresenta percentual de mortalidade de 0%. O grupo 1.1.2
foi formado pelas cepas 348B Bt alesti, 460 Bt darmstadiensis, 474 Bt galleriae,
1097 e 1603B, sendo as duas ultimas cepas com mortalidades diferentes 0% e
100% respectivamente e as outras trés cepas pertencentes a subespécies
diferentes, assim um grupo altamente heterogéneo. Os demais grupos constituem
de cepas unicas podendo ser discriminadas dos outros grupos com a maior
distancia entre o grupo 1.1.2 e 1.1.4 (45%). A falta de semelhanga entre alguns
grupos, pode estar relacionado a técnica de agrupamento ou ainda ao numero de
marcas utilizadas.

A maioria dos grupos formados com o método de Tocher apresentou
homologia com os grupos obtidos com UPGMA. Na primeira analise de Tocher
podemos notar (Tabela 4) que as cepas T24 Bt neoleonensis, 701B e 1540 se
isolaram das demais, assim como no UPGMA quando utilizamos o ponto de

corte 60% de distancia.
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TABELA 4 Distribuigdo das 56 cepas de B. thuringiensis em grupos

estabelecidos pelo método de Tocher, a partir da matriz de
dissimilaridade obtida pela analise conjunta dos primers ERIC e
Bc-REP

Grupos

Relacéo de Cepas

TO7 Bt aizawai - HD11 Bt aizawai - HD73 Bt kurstaki
HD29 Bt galleriae - 348L Bt galleriae - 474 Bt galleriae
462 A Bt galleriae -348B Bt alesti - HD4 Bt alesti

460 Bt darmstadiensis - T23 Bt japonensis

T16 Bt Indiana - T06 Bt entomocidus
HD7 Bt dendrolimus - T09 Bt tolworthi

461 A Bt tolwothi - 344 Bt tolworthi
426 Bt tolworthi - T10 Bt darmstadiensis
T27 Bt mexicanensis - HD12 Bt Morrisoni

1603B - 1096A — 1097 - 1145C - 1148F - 1131C
1132C -1138G - 1145B 1139K - 1124E - 1109N
1119C - 1131A - 1132A - 1132E - 1355 -1136B

1354 - 844K - 1357E - 1644 - 1641 701A - BTLM
1530A - 1540A

HD2 Bt thuringiensis
HD3 Bt finitimus

T24 Bt neoleonensis

1540A

701B
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Uma segunda analise foi necessaria, ja que o grupo 1 foi formado por 51
das 56 cepas estudas. Com esta segunda andlise houve a formagao de 12 grupos
(Tabela 5). Os grupos 1.3, 1.5, 1.6, 1.7, 1.9,1.10, 1.11 e 1.12 apresentaram 100%
de homologia com os grupos 16, 19, 5, 11, 9, 7, 8 e 14 respectivamente
(UPGMA), sendo que os grupos 16 e 19 apresentaram altamente consistentes
com analise de bootstrap. Nos demais grupos e os grupos formados com terceira
analise (Tabela 6) ndo tiveram homologia de 100%. A varia¢do dos grupos foi
muito pequena de uma andlise para outra, sendo que as cepas presentes no grupo
1.1.1 foram as mesmas presentes no grupo 21 com excecdo da 1096A. Apesar de
fazermos usos de métodos diferentes de agrupamento, estas cepas se mantiveram
no mesmo grupo e apresentam grandes similaridades para seqiiéncias ERIC e
REP o que torna interessante a aplicagdo de mais estudos para verificar a
constitui¢do genética destas cepas. Trabalho realizado por Valicente (dados ndo
publicados) apresentou um tipo de gene (CrylD) presente nestas cepas podendo
haver outros tipos de genes menos eficiente na mortalidade da Spodoptera

frugiperda ou ainda genes com eficiéncia pra outro inseto praga.
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TABELA 5 Agrupamentos estabelecidos pelo método de Tocher apartir da
segunda analise, incluindo apenas as 51 cepas de B. thuringiensis
presentes no grupo 1

Grupos Relacdo de Cepas

TO7 Bt aizawai - 348B Bt alesti - 460 Bt darmstadiensis
474 Bt galleriae - 462 A Bt galleriae - 1603B — 1096 A

1.1 844 K -1097 -1145C -1148F -1131C— 1132C -1138G
1145B 1139K — 1124E - 1109N —1119C - 1131A
1132A - 1132E — 1355 -1136B —1354 - 1357E

HD11 Bt aizawai - HD29 Bt galleriae - HD73Bt kurstaki

1.2 T23 Bt japonensis - 348L Bt galleriae - T16 Bt indiana

13 HD7 Bt dendrolir_nus_ - HD4 Bt alesti ) )
T10 Bt darmstadiensis - HD12 Bt Morrisoni

14 S460 — BTLM 5_66BRL -426 Bt toIWO_rthi
TO6 Bt entomocidus - TO9 Bt tolworthi

1.5 1641 - 1644

1.6 461 ABt tolwothi

1.7 1425B

1.8 701 A

1.9 T27 Bt mexicanensis

1.10 344 Bt tolworthi

1.11 1530A

1.12 1431B
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TABELA 6 Agrupamentos estabelecidos pelo método de Tocher apartir da
terceira andlise, incluindo apenas as 26 cepas de B. thuringiensis
presentes no grupo 1.1

Grupos Relacdo de Cepas

1119C-1131A - 1132A - 1132E - 1131C-1132C
1138G—1145C - 1148F - 1109N — 1124E - 1139K
1136B — 1355 - 1096A — 1354 — 1145B

111

348B Bt alesti - 460 Bt darmstadiensis
112 474 Bt galleriae - 1097 -1603B

113 844K

114 TO7 Bt aizawai

115 1357E

116 462 A Bt galleriae
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Cepas com 0% de eficiéncia na mortalidade da S. frugiperda
mantiveram-se sozinhas em um determinado grupo ou ficaram distribuidas entre
outros grupos. Hongyu et al. (2000) trabalhando com caracterizagdo de genes
cry eficientes na mortalidade de Spodoptera exigua, detectaram presenca desses
genes em cepas que apresentavam moralidade 0-9% que provavelmente nio
estava sendo expresso.

Com o método UPGMA determinou-se o ponto de corte arbitrario para
obtermos e formacdo de grupos mais especificos, ja 0 método Tocher determina
esse ponto de corte automaticamente de acordo com a matriz de dissimilaridade.
Esse método ndo foi utilizado por nenhum dos trabalhos consultados sobre B.
thuringiensis, mas mostrou grande homologia na formacdo dos grupos quando
comparados ao UPGMA, podendo ser também neste caso utilizado como uma
analise complementar em estudos da divergéncia genética de Bt.

Assim como no UPGMA a formacdo de alguns grupos parece estar
relacionado com a localizagdo geografica, mais neste caso para confirmar essa
relagdo mais analises sdo necessarias, como a utilizagdo de cepas mais bem
distribuidas por regides ¢ com percentual de mortalidades baixo, médio e alto.
Nao houve formacdo de grupos por subespécie assim como no agrupamento
UPGMA, cepas de diferentes subespécies estdo presentes em um mesmo grupo.

A utilizagdo de primers ERIC e REP neste trabalho mostrou-se uma
ferramenta molecular sensivel, informativa e rapida. Identificando a diversidade
genética existente entre cepas de B. thuringiensis. Podendo ser 1til também para

responder questdes ligadas a relagdes geograficas desta espécie.
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6 CONCLUSOES

Os primers ERIC e Bc-REP detectaram grande divergé€ncia genética
entre as 56 cepas de Bacillus thuringiensis com formagao de 21 grupos pelo
método UPGMA quando considerado uma distancia de 60%.

Cepas pertencentes & mesma subespécie ndo foram altamente similares
para seqiiéncias ERIC e REP.

Houve formacdo de grupos com valores de bootstrap acima de 50%,
sendo considerados consistentes.

Alguns grupos formados com o método Tocher apresentaram homologia
com os grupos obtidos com 0 UPGMA quando considerado uma distincia de
60%.

Alguns grupos parecem estar relacionados com mortalidade e local de

origem, necessitando mais estudos para confirmagao.
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