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Resumo

Isolados da bactéria Bacillus thuringiensis provenientes de sete estados do Brasil foram submetidos a
andlises da relagéo genética por meio de fAFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmentos ampli-
ficados com a utilizagdo de iniciadores com corantes fluorescentes), com objetivo de determinar o
grau de variabilidade e a similaridade existente com gendtipo de linhagens-padrao. Amostras do DNA
genbmico de cada isolado e as linhagens-padrao foram duplamente digeridas com as enzimas de
restricdo EcoRl e Msel, e os fragmentos obtidos foram ligados a adaptadores especiais. Reagdes de
amplificagao pré-seletiva e seletiva foram realizadas, e os fragmentos amplificados foram separados
por eletroforese em um sequenciador ABI377 e analisados com auxilio dos programas GeneScan e
Genotyper. Os padroes obtidos produziram bandas polimérficas que foram agrupadas, gerando um
dendrograma que evidencia grande similaridade genética entre os isolados de B. thuringiensis utiliza-
dos com as linhagens-padréao incluidas nesta analise.

Palavras-chave adicionais: DNA fingerprinting, PCR, enzimas de restri¢cdo, eletroforese de DNA.

Abstract

Bacillus thuringiensis isolates obtained from seven states of Brazil were analyzed by the technique
fAFLP (Fluorescent Amplified Fragment Length Polymorphism) with the objective of determining the
degree of variability and the existing similarity with the genotype of ancestral strains. The genomic
DNA from each isolate was double digested with the enzymes EcoRIl and Msel and the resulting frag-
ments were ligated to special adapters. Pre-selective and selective amplifications were carried out
using a set of primers and the amplified fragments were taken to be electrophoretically separated in
an ABI377 DNA sequencer machine. The resulting patterns were analyzed by the softwares
GeneScan and Genotyper. The banding patterns yielded a number of polymorphic bands which were
grouped producing a dendrogram exhibiting great similarities among the bacterial isolates and the
control strains that were included in the analysis.

Additional key-words: DNA fingerprinting, PCR, restriction enzymes, DNA electrophoresis

Introducao como nematoides, acaros e protozoarios (QUE-

SADA-MORAGA et al., 2004).

Um agente entomopatogénico destaca-se Quando formas larvais das pragas se ali-
em meio aos demais, tratando-se da espécie mentam destas proteinas, elas desencadeiam
bacteriana denominada Bacillus thuringiensis UMa Serie de reagdes que culminam com a morte

(VALADARES-INGLIS et al., 1998; HOFTE et al destas larvas, caracterizando assim uma opg¢éo
1989: MAAGD et al 206’1_ SdHNEPF ot al" de grande importancia de controle biol6gico de

1998). Este organismo tem merecido especial pragas. Além disso, as proteinas usadas como

atencgéo por parte dos pesquisadores por produzir agetntets de contrzlel gergm gn:a parhglpagaot |n|1-
proteinas com acdo entomopatogénica para mui- E'Orl ante nos modelos de dSIS %mas © dcotn role
tas larvas das pragas de lavoura pertencentes as 100gICO, oIS possuem reduzido grau de toxicl-
ordens  Lepidoptera Diptera Coleoptera dade para os seres humanos e animais domésti-

: . cos bem como para o ecossistema em geral
Orthoptera e Dictyoptera e outros organismos, (FEITELSON et al., 1992). Diferentes técnicas tém
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sido usadas para estabelecer relagbes genéticas
entre 0s microrganismos e relacionar o grau de
toxicidade para o controle das pragas em lavou-
ras.

Métodos moleculares tém sido usados
para melhor entender esses organismos, como a
técnica AFLP (polimorfismo de cumprimento de
fragmentos amplificados), que permite a visuali-
zagdo pelo uso de marcadores radioativos, e a
técnica fAFLP (polimorfismo de cumprimento de
fragmentos amplificados com fluorescéncia), que
utiliza iniciadores marcados com substancias
fluorescentes, associados a sequenciadores au-
tomaticos e programas de alta capacidade de
andlise computacional. Essas técnicas sao utili-
zadas em estudos taxonémicos e sdo emprega-
das como ferramentas para entender a epidemi-
ologia, a genética e os aspectos fenotipicos de
populagbes bacterianas (RYU et al, 2005;
BURKE et al., 2004; TICKNOR et al., 2001;
ARNOLD et al., 1999; DUIM et al., 2001;
ZABEAU & VOS, 1993). Neste trabalho, utilizou-
se a técnica fAFLP na avaliacdo da diversidade
genética envolvendo isolados pertencentes a

espécie B. thuringiensis, objetivando determinar
0 grau de variabilidade genética e a correlagédo
entre gendtipos diferentes envolvendo as linha-
gens-padrao e os isolados em analise. O agru-
pamento gerado através da técnica podera dar
indicativo da potencialidade tdxica desses isola-
dos em relacdo aos padroes.

Material e métodos

Amostras Bacterianas

As amostras consistiram de 14 linhagens-
padrdo da bactéria Bacillus thuringiensis, 12 iso-
lados da espécie B. thuringiensis (VILAS BOAS,
2002), além de duas outras linhagens de bacté-
rias correlatas que serviram como linhagens de
referéncia: Bacillus cereus e Bacillus subtillis.
Estas amostras bacterianas fazem parte da cole-
cao pertencente ao Laboratorio de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada do Departa-
mento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinérias,
Unesp, Campus de Jaboticabal, e encontram-se
listadas na Tabelal.

Tabela 1 - Identificagdo e origem dos isolados de Bacillus thuringiensis e linhagens de referéncia.
Table 1 - Bacillus thuringiensis and reference strains identification and origin.

Isolados e linhagens de referéncia

Origem

Local de isolamento

1B.
2B
3B

thuringiensis var. aizawai
thuringiensis var. entomocidus
thuringiensis var. thuringiensis

BGSC®

4 B. thuringiensis var. londrina

Instituto Pasteur

Londrina - PR

5B.
6 B.
7B.

thuringiensis var. morrisoni
thuringiensis var. darmstadiensis
thuringiensis var. alesti

8 B. thuringiensis var. kurstaki HD1

9 B. thuringiensis var. tenebriones

10 B. thuringiensis var. pondicheriensis
11 B. thuringiensis var. jinghongiensis
12 B. thuringiensis var. shandongiensis
13 B. thuringiensis var. kurstaki HD-73
14 B. thuringiensis var. israelensis

BGSC®

15 MG; Albertina — MG, Brasil Solo cultivado com figo

16 MT, Cuiaba — MT, Brasil Ninho de Solenopsis

17 MT, Cuiaba — MT, Brasil Ninho de Solenopsis

18 MT, Cuiaba — MT, Brasil Autoestrada

19 P, Teresina — PI, Brasil -

20 PR;s Londrina — PR, Brasil Solo cultivado com algodao
21 SP;q Tupi Paulista — SP, Brasil |Solo cultivado com banana
22 SP, Caconde — SP, Brasil Solo cultivado com milho
23 SPg Piracicaba — SP, Brasil Fezes de coruja

24 SP, Parapanema — SP, Brasil |Solo cultivado com trigo

25 RN, Parelhas —RN, Brasil Reservatério de agua vazio
26 RS; Gramado — RS, Brasil -

27 Bacillus cereus ATCC" ATCC

28 Bacillus subtilis ATCCP ATCC

2 Bacillus Genetic Stock Center (http://baciIIus.biosci.ohio-state.edu/); ® ATCC — American Type Culture Collection

- N&o identificado / not identified
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Condic¢oes dos cultivos bacterianos

Tanto os isolados de B. thuringiensis
quanto as linhagens de referéncia B. cereus e B.
subtilis foram cultivados em placas contendo
meio Agar Nutriente (NA) e incubadas a 30 °C,
por 16 h. As colénias obtidas foram inoculadas
em 50 mL de caldo de infusdo de cérebro e co-
racao (BHI) Biobras®, agitando-se a 200 rpm em
agitador orbital, por 4 h e 30 min, a 30 °C.

Extracdao de DNA

As culturas bacterianas foram centrifu-
gadas por 10 min a 7.400 X g, a 20 °C, de
acordo com procedimento descrito por MARMUR
(1961), modificado pela diminuigdo da concen-
tracdo da solucao salina de citrato (0,15M NaCl,
0,1M citrato de sddio, pH 7,0), por se tratar de
amostras de bactérias Gram-positivas. Os preci-
pitados bacterianos obtidos por centrifugacao,
pesando aproximadamente 0,5, g foram ressus-
pensos em 6 mL de solugdo salina (0,15M NaCl,
0,1M EDTA, pH 8,0). Acrescentou-se 0,5 mL de
dodecil sulfato de sédio (25%) e agitaram-se su-
avemente as preparagbes. Em seguida, acres-
centou-se um volume de uma solugdo de acetato
de so6dio 2,5 M até que a concentragdo final
fosse 1M. As proteinas foram precipitadas com a
adicao de igual volume de cloroférmio/alcool iso-
amilico (24:1 v/v). Apéds agitagao vigorosa por 5
min e centrifugagdo a 7.400 X g por 15 min, os
sobrenadantes foram recuperados, e os &cidos
nucleicos foram precipitados com a adicdo de 2
volumes de etanol (100%), a temperatura de 4
°C. Ap6s incubacgao sob refrigeracdo de 0 °C por
10 min, o material foi centrifugado novamente a
7.400 X g, e os acidos nucléicos, coletados e
ressuspensos em TE [10 mM Tris HCI (pH 7.4), 1
mM EDTA]. Em seguida, as preparag¢des foram
tratadas com RNAse (50 pug/mL) e incubadas por
30 min, a 37 °C. Repetiu-se a etapa da precipita-
¢ao com etanol (100%) para a obtengao das pre-
paracdes de DNA de cada uma das amostras
bacterianas utilizadas neste estudo. O material
obtido foi estocado a -20 °C até o momento do
uso. As amostras de DNA obtidas foram quantifi-
cadas por  espectrofotometria, segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001), utilizando um
espectrofotdmetro Beckman®, modelo DU 640B.
Depois, foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose a 0,8%, preparado com tampao TEB
(Tris 89 mM, acido bérico 89 mM e EDTA 2,5
mM, pH 8,2), sob voltagem constante de 70 V,
durante 2 h aproximadamente.

Obtencao dos fAFLPs
O método de obtencdo dos fAFLPs foi
adaptado de VOS et al. (1995 e

ZABEU & VOS (1993), utilizando fésforo fluores-
céncia no lugar de fésforo radiativo. Todos os
passos foram desenvolvidos em um termocicla-

dor PTC-100° (MJ Research Inc., Waltham, MA,
EUA). Adaptadores dupla hélice com terminais
para EcoRl e Msel juntamente com os oligonu-
cleotideos iniciadores pré-seletivos e seletivos,
além de outros componentes usados, eram parte
do kit para deteccdo de fAFLP de microrganis-
mos, fornecido pela Applied BioSystems® (Foster
City, CA, EUA).

Amostras de 500 ng de DNA dos isola-
dos e das linhagens de referéncia foram digeri-
das duplamente com 5 U de EcoRl e 2,5 U de
Msel (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) em 1,25
uL de tampéao React, num volume final de 10 pL.
Apds as digestdes, foram adicionados 0,33 uL
dos adaptadores EcoRl e Msel (2 uM), 1,5 U de
T, DNA ligase juntamente com tampao da T,
DNA ligase (50mM Tris-HCI, pH 7,8, 10mM
MgCl,, 10mM ditiotreitol, 1 mM ATP, 25 ug/mL
soro albumina bovina). As reacdes de ligagéao
foram conduzidas a 20 °C, durante 4 h. A prepa-
racdo dos adaptadores EcoRl e Msel foi pré-
aquecida a 95 °C, durante 5 min, e depois resfri-
ada por 10 min a temperatura ambiente, antes de
ser adicionada nas reag¢des de amplificagao.

Os amplicons produzidos foram diluidos
em 30 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8,0) e usados como molde nas rea-
¢cbes de amplificagéo pré-seletivas. Os sitios de
ligagdo dos oligonucleotideos iniciadores pré-
seletivos sdo as sequéncias dos adaptadores
dos sitios de restricdo que proveem uma selecéo
mediana dos fragmentos de restricdo obtidos. As
reacoes foram obtidas utilizando-se de 2 ulL de
DNA diluidos, 7,5 uL da Core Mix e 0,5 uL dos
oligonucleotideos iniciadores EcoRl (1uM) e
Msel (5 uM) considerados como pré-seletivos.

As condi¢cdes de amplificagdo foram: 72
°C por 2 min, 20 ciclos iniciando a 94 °C, por 20
s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 2 min. Os produtos
de amplificagcdo foram submetidos a eletroforese
em agarose 0,8%, e 0s géis, posteriormente co-
rados com brometo de etidio (0,5 mg/mL) e ob-
servados quanto a preseng¢a de bandas com, no
méximo, 500 pb.

Os produtos pré-amplificados, foram
diluidos (1:15) com tampao TE e 1,5 uL, foram
usados na reagao de pré-amplifica¢do, junto com
75 ubL de tampdo, nucleotideos e
AmpliTag®DNA Polymerase, mistura denomi-
nada “Core Mix”, que se encontra no kit, 0,5 pL
do oligonucleotideo iniciador Msel (5uM) e 0,5 pL
do oligonucleotideo iniciador EcoRIl, marcado
com fluorescéncia (1uM). Oitenta e uma possi-
veis combinagbes de oligonucleotideos iniciado-
res foram testadas, usando duas amostras bac-
terianas escolhidas ao acaso e os reagentes do
kit de fAFLP para microrganismos (Applied
Byosystems®). Condicoes de amplificacdo por
PCR do tipo “touchdown” foram utilizadas, onde
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ocorreu rampa de 1 segundo por vez, COMoO Su-
gerido pelo fabricante deste kit. Estas condi¢des
sdo descritas a seguir: 94 °C por 20 s, decres-
cendo a temperatura de pareamento de 66 para
56 °C, por 30 s, e depois aumentando a tempe-
ratura para 72 °C, por 2 min, repetindo 20 vezes
o ciclo de aquecimento a 94 °C por 20 s, 56 °C
por 30 s e 72 °C por 2 min, com uma extensao
final de 60 °C durante 30 min. A melhor combi-
nagédo de oligonucleotideos iniciadores (EcoRI —
AG JOE e Msel — C) foi usada para as amplifica-
¢bes com os isolados de B. thuringiensis e linha-
gens-controle.

Eletroforese de sequenciamento em gel de
poliacrilamida e analise dos dados obtidos.

Aliquotas de 1 mL dos produtos ampli-
ficados foram preparadas adicionando-se 1,25
uL de formamida desionizada, 0,125 pL do mar-
cador interno de tamanhos moleculares
GeneScan — 500 (Applied Biosystems®) e 0,625
pL do tampéo de amostras (0,2 mL 20 mM
EDTA, pH 8,0, contendo 50 mg/mL de azul dex-
tran dissolvido em 1 mL de formamida desioni-
zada). As amostras foram aquecidas a 95 °C por
5 min e resfriadas em gelo picado e imediata-
mente colocadas nos géis de policrilamida, do
tipo Long Ranger, a 5% (Biowhittaker Molecular
Applications® — BMA), em uma placa de 36 cm
contendo 96 canaletas e, posteriormente, anali-
sadas em um sequenciador de DNA automatico
ABI 377 (Perkin-Elmer CO®). As corridas eletro-
foréticas foram realizadas seguindo as condigoes
descritas a seguir: 2,5 kV, 60 mA durante 2 h e
30 min, na temperatura de 51°C, usando tampéao
TBE (89 mM Tris, 89 mM borato e 2,5 mM EDTA,
pH 8,2).

Os resultados obtidos foram analisados
pelos programas GeneScan 3.1 e Genotyper 2.5.
Uma matriz de auséncia (0) e presenga (1) de
bandas foi gerada, sendo posteriormente gerada
outra matriz de similaridade construida com base
no algoritmo “neighbor-joining” e rotina “restdist”
como partes do software PHYLIP 3.572 (FEL-
SENSTEIN, 1993). Uma rotina de “bootstrap” foi
executada, levando em conta 1.000 tentativas de
realizagcbes para que seja gerada a melhor ar-
vore, utilizando o programa PAUP 4.0b8
(SWOFFORD, 2002). Essas tentativas servem
para que o modo de analise sobre os agrupa-
mentos mostre confianga, para ser visualizado
através do programa Treeview (PAGE, 2005).

Resultados e Discussao

Foram testadas 81 possibilidades de
combinagdes dos iniciadores, utilizando inicial-
mente amostras de DNA de uma linhagem-pa-
drdo de B. thuringiensis var. israelensis e um

isolado denominado SP, visando a otimizagao
das melhores combinagdes de iniciadores. A se-
lecdo dos melhores iniciadores, nesta condicao,
foi verificada pela presenga de fragmentos poli-
mérficos com uma percentagem em torno de
30% dos fragmentos  totais  gerados
(PATTANAYAK et al.,, 2000). Sendo assim, foi
escolhida a combinagdo de iniciadores a qual
gerou acima de 170 bandas.

Um nudmero reduzido de bandas foi ge-
rado em 77 combinacdes das 81 possiveis, por-
tanto quatro apresentaram resultado satisfatorio.
Dentre essas, a combinagdo de iniciadores
EcoRl — AG JOE e Msel — C foi utilizada para
analise de todas as amostras de DNA de B.

thuringiensis.
O eletroferograma das 28 linhagens de
B.  thuringiensis, gerado pelo programa

GeneScan 3.1, apresentou 176 bandas entre 50
e 500 pb, sendo 52 bandas polimérficas. Estas
52 bandas geradas no intervalo entre 50 e 450
pb, com fluorescéncia acima de 50 unidades ar-
bitarias, em todas as corridas no sequenciador
ABI377, foram usadas na andlise, conforme ci-
tado por AARTS et al. (1999) e HILL et al
(2004), mostrando a padronizagao da técnica e a
escolha dos iniciadores adequados para a reali-
zagao deste estudo. As bandas polimérficas fo-
ram identificadas pelo software Genotyper 2.5.

A Figura 1 apresenta o dendrograma
produzido pelo software PHYLIP 3.572
(FELSENSTEIN, 1993), o qual foi estimado pelo
“boostrap”. A similaridade estimada foi de 50% a
100%, evidenciando grande homogeneidade da
espécie B. thuringiensis. No dendrograma, po-
dem ser observadas duas linhagens-padrao
pondicheriensis e israelensis com uma estimativa
abaixo de 50% de similaridade em relacao aos
clusters analisados, onde esse apresenta grande
homogeneidade, atingindo de 70% a 100% de si-
milaridade entre as linhagens. Esses clusters
indicam grande similaridade e possuem linha-
gens que agrupam com linhagem-padrdo e sus-
peitas; como se sabe, as linhagens-padrao séo
excelentes agentes bioldgicos que controlam
varios insetos-praga, e esse tipo de agrupamento
indica novos isolados que poderao ser utilizados
no controle biologico pela estimativa de similari-
dade genética que foi considerada neste traba-
lho.

Os resultados evidenciaram grande ho-
mogeneidade das linhagens de B. thuringiensis,
atingindo 92% de similaridade genética, indi-
cando pequena diferenga genética entre as Ii-
nhagens, segundo GRADY et al. (2000). O den-
drograma gerado mostra populagcbées similares
de regides diferentes. No entanto, a linhagem-
padrdo pondicheriensis separou-se dos clusters.
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Figura 1 - Dendrograma gerado pelo software PHYLIP 3.572. Os numeros entre as divisdes dos
“clusters” indicam a percentagem (%) de “boostrap” com 1.000 repeticdes. A escala abaixo indica
10% da divergéncia genética. A identificagcdo das amostras indica os numeros de (1-28) isolados, os
“clusters” mostram os agrupamentos com alta similaridade e baixa variabilidade genética.

Figure 1 - Dendrogram generated by the software PHYLIP 3.572. The numbers refer to the clusters’s
divisions and indicate the boostrap percentage (%), with 1,000 repetitions. The scale below indicates
10% of the genetic divergence. The identification of the samples indicate the numbers of (1-28) iso-

lates, the clusters show the groupings with high similarity and low genetic variability.

A linhagem-padrao alesti, que controla
insetos da ordem Lepidoptera, agrupou-se com
os isolados RS1, MG1, MT4 e SP4. Em outro
cluster, aparecem linhagens-padrdo, como en-
tomocidus, morrisoni e kurstaki-HD73, agrupadas
com os isolados RN1, PR5 e SP6, que também
sdo responsaveis pelo controle de insetos da
ordem Lepidéptera. Outro agrupamento foi for-
mado com as linhagens-padrao aizawai e cereus
e os isolados MT1, MT7, SP1. Em um dos clus-
ters gerados, observou-se um agrupamento inte-
ressante, pois mostrou 100% de similaridade
entre as linhagens padrdo darmstadiensis e
kurstaki-HD1 que possuem gene produtor da
proteina delta-endotoxina cry1Aa (CRICKMORE
et al., 1998).

O dendrograma indica que, em dois
clusters, aparecem linhagens-padrdo que pos-

suem o gene cry4Aatl que codifica proteina t6-
xica a insetos da ordem Diptera e o0 gene
cry3Aaéb codificador de proteina para controle de
insetos da ordem Coledptera. A linhagem-padrao
israelensis, responsavel pelo controle de larvas
do inseto da ordem Diptera, agrupou-se com a
linhagem-padrédo shandongiensis, e a linhagem
tenebriones, responsével por controlar insetos-
praga da ordem Coledptera, agruparam-se com
o isolado londrina. I1sso evidéncia que caracteris-
ticas evolutivas ainda estdo presentes, pois o
isolado londrina (gene desconhecido) mostrou
grande indicio de ser semelhante a linhagem-
padrdo tenebriones. Considerando o agrupa-
mento detectado pela técnica fAFLP (isolado
londrina com a linhagem-padrdo tenebrionis) e
com base em estudos recentes com bioensaios
(dados nao mostrados) ha indicagao de que este
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isolado seja especifico para insetos da mesma
ordem que a linhagem-padrao tenebriones.

Qutro cluster que aparece na Figura 1
indica que ocorreu agrupamento entre a linha-
gem-padrdao shandongiensis e o isolado SP2,
sendo que essas linhagens produzem proteina
Cry com toxicidade semelhante.

A técnica fAFLP verifica os sitios de res-
tricho no genoma bacteriano, gerando polimor-
fismo, o que permite relacionar os genes dos
isolados com o grau de eficiéncia dos genes res-
ponsaveis para codificar as proteinas Cry-
padrdo, que sdo responsaveis por controlar or-
dens de insetos-praga em lavouras. A distribui-
¢ao equitativa dos isolados pode ser mostrada
pela baixa variabilidade genética da espécie ou
pela transferéncia de gene horizontal, onde
plasmideos e materiais extracromossomais sao
responsaveis pela troca de informagdes (HILL et
al., 2004). Comparando os resultados deste tra-
balho com os obtidos por TROVO FABIANO et
al. (2005), observou-se a mesma resposta em
relacdo a técnica quando utilizada em isolados
da bactéria Staphylococcus aureus, pois também
foi determinada baixa variabilidade genética e
alta similaridade entre os isolados de regides
diferentes.

A técnica gera agrupamentos entre os
organismos e permite a verificacdo das caracte-
risticas genotipicas de patogenicidade, e gene
de resisténcia. Esses organismos podem ter re-
cebido material genético por conjugacao, pois &
comum microrganismos trazerem, de seus an-
cestrais, caracteristicas evolutivas e adaptativas
para a espécie.

Conclusoes

Existe grande relacdo genética entre as
linhagens-padrdo e o0s isolados avaliados,
guando analisada pela técnica fAFLP. Isto cons-
titui uma alternativa para identificar isolados com
caracteristicas de linhagens-padrao.

A disperséo equitativa de diferentes ge-
nétipos entre as regides distintas mostra grande
similaridade nos agrupamentos.

Em razéo da baixa variabilidade genética
encontrada, pode-se afirmar que os isolados
possuem caracteristicas de toxicidade que per-
tencem a espécie B. thuringiensis, sendo esta
uma metodologia promissora para a identificacao
de isolados eficientes em promover a mortali-
dade de insetos-praga em lavouras.
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