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OTROS TEMAS

Estudo da variabilidade génica em isolados brasileiros de
Bacillus thuringiensis para emprego no controle biológico
de Plutella xylostella

A. M. G. THULER, R. T. THULER, E. S. CÍCERO, S. A. DE BORTOLI, M. V. F. LEMOS

O objetivo deste trabalho foi demonstrar diferenças no conteúdo de eenes rn tle isu-
lados mais recentes de Bcicillua^ dwrinKiensrs em relaç^o á linha ĉem HDI, amplamentc
utilizada na formulaçáo de produtos comerciais, bem como avaliar o eteito dus mesmas
sobre uma populaçáo de Plutello.xztnstellu, suscetível a bactéria. Os itiolados BRS, BR^„
BRi ^, BRi,, BRi^,, BRi^. BR18. BR^i. BRa^. BR^^^, BRsy, BR^^, BR^^, t3Rx^^ e BR^^;
além do isolado HDI e o controle negativo B. ihurin,^iensLs var. mnebrrunis utilizados
neste estudo. fazem parte da coleç^^o do Laboratório de Genética de Bactérias e Biutec-
nolgia Aplicada (LGBBA) da FCAV-UNESP/Jaboticabal-SP. Para realizaç^io do traba-
Iho foram feitas reaçces de PCR utilizundo-se os iniciadores especíticos para < r^ I Aa,
rrvlAc, cr^^16, rr^ IC e e^r^^IF. Pelas reaç^es de PCR foram observadas as seguintes
amplificaç^es: HD I- cn^ I Aa e B; BR^^S - e^r^ 1 F: BR^^^, - cr^^ I Aa, B e Ac: BR^ i-^^^.^ I B
e Ac: B R ^^- cr^ I Aa, B e F; B R ^ r, - cr^+l B e Ac; B R i^- cr^^ I Aa, Ac e F; BR i K- rr_^• I B e
Ac; BR, ^- cr^ I B e Ac; BR37 - cn^ I Aa, B e F; BRay - crc I B; BRS y- rr^^ 1 B. Ac e C: BR^s
- cn•I Aa, B, C e F; BR^H - cr^^l B. Ac e F; BRH^^ - c^.^ I Aa, B e C e BR,x^ - r^_^ I B e F. Nos
bioensaios observou-se I(>D%r de mortalidade para lagartas de P..cilu.creNa com os iso-
lados utilirados, excetuando-se o isolado BR^^S que causou 9A^%, indicando assim yue
para uma populaçáo suscetível deste inseto, como a utilizada no estudo, a efetividade da
bactéria B. thurii^giensis independe do conteúdo de genes c^r^ de cada isoladu. No cntan-
to, sugere-se que esses isolados que apresentaram pertis diferenciados em relaç •o aos
genes c^r^ estudados, possam ser empregados na formulaçáo de novos biotormuludos.
para manejar a resisténcia em casos em que os receptores de membrana sejam diferen-
ciados dos apresentados por insetos resistentes a isolados como HD-I, comumente
encontrado em fonnulaç^es comerciais.
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INTRODUçE10

A traça-das-crucíferas, P(ute(ln ,rv(nste((a
(L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é a
praga que provoca as maiores perdas em
plantaçóes de brássicas, principalmente
repolho, em todas as regióes produtoras do
mundo (U^Mea et al., 2002). As perdas com
a ocorréncia desse inseto num plantio podem

chegar a 100%, independente do período de
desenvolvimento da planta em que ocorre,

sendo que o prejuízo excedeu a I bilh^o de

dólares anual, já em 1993 nos Estados Uni-

dOS (TALEKAR óL SHELTON, 19y_i).

Na tentativa de conter o problema ocasio-
nado pela traça, o controle químico tem sido
o método mais empregado a vários anos, no
entanto, sua utilizaçáo incorreta tem provo-
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cado a seleçáo cada vez mais freqiiente de
populaçóes resistentes (CASTELO BRANCO et
al., 2003). Para minimizar esse problema,
uma das alternativas empregadas é o contro-
le biológico através da aplicaçáo de insetici-
das á base da bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis (Bt).

As diversas linhagens de B. thuringiensis
produzem, em adiçáo ás 8-endotoxinas, uma
série de outras toxinas que podem ou náo
participar da açáo entomopatogénica. A pro-
teína Cyt, de peso molecular 28 kDa, é uma
citolisina de açáo inespecífica, sendo acumu-
lada no cristal juntamente com as 8-endoto-
xinas (LERECLUS et al., 1993). Além desta, as
proteínas Vip ("vegetative insecticidal pro-
teins"), também produzidas por muitas li-
nhagens de B. thuringier2sis, possuem 80-
100 kDa e apresentam amplo espectro de
hospedeiros (EsTRUCH et al., 1996).

Os resultados de controle obtidos inicial-
mente com Bt tornaram freqiiente sua utili-
zaçáo; no entanto, a maioria dos produtos for-
mulados com essa bactéria, encontrados no
mercado, s^o formulados com B. thuringiensis
var. kurstaki que expressa as toxinas Cry 1 Aa,
Cry l Ab e Cry 1 Ac. Isto signitica que as
ligaçóes das toxinas com o epitélio, no intes-
tino do inseto, ocorrem através dos mesmos
receptores de membrana, facilitando o apare-
cimento de populaçóes resistentes, o que já
vem sendo relatado (TAN^ et al., 1996).

As primeiras observaçóes da expressáo

de resisténcia de insetos a Bt foram em

experimentos com pressáo de seleçáo, em

laboratório. Somente para P. xylostella

foram constatadas populaçóes de campo

resistentes a Bt. Essas populçóes foram

relatadas no Estados Unidos, América Cen-

tral e Ásia (PEREZ & SHELTON, 1997;

TABASHNIK, 1994; WRIGHT et al., 1997;

ZHAO et al., 1993).

Para resolver estes problemas, vários
podem ser os caminhos, incluindo-se o
manejo da resisténcia (TABASHNIK et ul.,
1998), que pode ser realizado através da uti-
lizaçáo de diferentes bactérias entomopa-
togéncias eficientes contra a praga; formu-
laçóes mistas de diferentes bactérias ou de

isolados de Bt, que apresentem vários cry
(isolada ou conjuntamente). Dessa forma
muitos pesquisadores e companhias vém
desenvolvendo programas de seleçáo global
ou local para encontrar novos isolados com
atividade inseticida aumentada.

Os isolados obtidos por estes programas

tém seus genes crv identificados, na maioria

das vezes, por meio de tecnologias baseadas

na Reaçáo da Polimerase em Cadeia (PCR)

com iniciadores com especificidade para

diferentes genes. Além de ser usada com

sucesso para determinar a distribuiçáo des-

ses genes em coleçóes naturais de isolados

de B. thia•ingier^ISis (BEN-Dov et al., 1997;

BRAVO et al., 1998; CAROZZI et al., 1991;

VILAS-BÓAS óL LEMOS, 2^)04).

Nesse sentido, alguns trabalhos vém

sendo realizados para caracterizar popu-

laçóes de B.thuringiensis, eficientes contra

P. a^^lostella, isolados de várias regióes do

mundo, através de métodos morfológicos,

bioquímicos e moleculares (BOBROwsK ĉ et

Rl., 2001 ; IVIONERAT et al., 2004, 1VIEDEIROS

et al., 2005).

Com base nessas informaçóes, o presente
trabalho teve por objetivo caracterizar mole-
cularmente 16 isolados de B. thuringiensis,
bem como determinar a patogenicidade dos
mesmos á traça-das-crucíferas.

MATERIAL E MÉTODOS

Inicialmente foram selecionados 15 isola-
dos: BRpS, BRo^, BRI ^, BRI,, BR16, BR^^,
BRis, BR,I, BR^^, BRqy, BR54, BR75, BR^K,
BRgtI e BRyt^; além das linhagens HDI de B.
thuringiensis var. kurstaki e B. thuringiensis
var. tenebrionis, da coleçáo do Laboratório
de Genética de Bactérias e BiotecnolgiaApli-
cada (LGBBA) da FCAV-UNESP/Jabotica-
bal-SP, para utilizaçáo na identiticaçáo das
subclasses do gene cr-rl e nos bioensaios.
Para estes, foram utilizados espécimes de P.
.z^•lostella provenientes da criaçáo mantida no
Laboratório de Biologia e Criaçáo de Insetos
da mesma Universidade.

Todos os testes foram realizados em tem-
peratura de 25±1°C, umidade relativa de
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70±10%e e fotofase de 12h, em sala climati-
zucla.

Extraçáo de DNA pelo Kit InstaGene
Matrix (Bio-Rad)

Os isolados de B. thurinKiensis foram pre-
viamente cultivados em placas contendo meio
NA sólido, por 12 h a 30°C. Para cada isola-
do uma colónia foi ressuspendida em 1 ml de
água estéril em tubos de microcentrífuga e
levados á centrifugaçáo por 1 minuto a 15.000
xga20°C.

Após centrifugaçáo o sobrenadante foi
descartado, sendo adicionados 200 µl da
Matriz InstaGene Matrix (Bio-Rad) e, em
seguida, o material foi incubado em banho-
maria a 56°C por 20 min, agitado rigorosa-
mente em vórtex por 10 s e incubado em
água fervente (100°C) por 8 min. A amostra
foi novamente agitada em "vórtex" por 10 s
e centrifugada a 20°C por 3 min. Finalmen-
te, 200 ul do sobrenadante foram colhidos,
transferidos para um poço de uma micropla-
ca de polipropileno contendo 96 poços
(DNA de um isolado/poço), a qual foi esto-
cada em freezer - 20°C até o momento do
uso.

Identificaçáo de subclasses do gene
cryl

A identificaçáo das subclasses do gene
crvl nos isolados de B. thuringiensrs estuda-
dos foi realizada para cinco subclasses:

cr^' I Aa, cn_ • 1 Ac, cr^^ 1 B, c•rv 1 C e cr•^• I F
(Tabela I.). Os iniciadores para esses genes
foram elaborados e otimizados no laborató-
rio de Genética de Bactérias e Biotecnologia
Aplicada.

As reaçóes de ampliticaçáo para estes ini-
ciadores foram conduzidas em um volume
de 20 µl contendo: 20 ng de DNA molde,
250 µM de uma soluçáo de dNTPs ( IOmM);
2,0 mM de MgCI^; 0,4 pM de cada inicia-
dor; 1,0 U da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen©); soluçáo tampáo para a reaçáo
de PCR (IX) e água destilada Milli-Q pre-
viamente esterilizada (qsp 20 µl). Em todos
os lotes de reaçáo realizou-se um controle
negativo no qual a quantidade de DNA foi
substituída por água Milli-Q, previamente
esterilizada.

As reaçóes de ampliticaçáo foram realira-
das em aparelho termociclador (PTC-100
"Programmable Thermal Controller" - MJ
Research, inc.), equipado com circuito "Hot
Bonnet", onde foi utilizado o seguinte pro-
grama: um passo inicial de desnaturaçáo de
5 min a 95°C e 31 ciclos consistindo de um
ciclo de desnaturaçáo a 95^^C por 1 min;
pareamento dos oligonucleotídeos a 48°C
por 1 min e extensáo a 72°C por I min e, ao
final dos ciclos, um passo extra de extensáo
a 72°C por 5 min. Ao tim do programa foi
adicionado um passo para a manutençáo da
amostra a 13°C até a retirada dos tubos do
termociclador.

Tabela I. oli^onucleotídeos iniciadoms utilizados no traba^lho.

Iniciadores Sey ĉéncias Pares dc bascs
antplificados (pb)

Númcro de
Acexsu

cn•IAB 5'ATGAACAGTGCCCTTACAAC3' .}? ^ M 12661

crv I Ac

S TACTTCCTTCTATGCCCTGAG 3'

5' ATCGCTCGTCTATCGGCATTG 3' -10(1 U87793

crv1B

5'AGCCAGCCCTCACGTTCTTC3'

5'AACCCTAACCGAAACGCTG3' 375 M237'4

rr^•ICa

5'AGCACCGGAAGATACTAGAAG 3'

5' GAAAGTGTGGAGAACCGAATC 3' 6 I (, AY95526K

crv I F

5' TGGGATAACAAGGACCGAAC 3'

5' TGTAGAGCCGTTTGTTAGTG 3' (^.^ 5 M63897

5' GCTTGGGAATAGTGCGAC 3'
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Após as amplificaçóes, adicionou-se ás
amostras 2 t^l de tampáo de amostra ("loa-
ding buffer" - 0,5°Io de azul de bromofenol
em glicerol 50°^0). Um volume de I S µl de
cada amostra foi aplicado em gel de agarose
a 1,5%, contendo brometo de etídeo (0,5
µg/ml) e submetido á eletroforese horizontal
por 2 h, a 70 V, conduzida em tampáo TEB
1 X(Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido
Bórico 89 mM com pH 8,3), também adicio-
nado de brometo de etídeo (0,5 ^tg/ml). Em
todas as eletroforeses realizadas foi adotado
o emprego de uma amostra de DNA, com
fragmentos de tamanhos conhecidos, múlti-
plos de I kb " I kb DNA ladder", produzida
pela Invitrogen®, a yual serviu como
referéncia de migraçáo eletroforética para
verificaçáo dos tamanhos dos fragmentos
obtidos nas reaçóes de ampliticaçáo.

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

^ N^D h 00 ^ h P V^ 00 O m

fzdz^irix^iY'zo^a^zdzz^zy
aammmaomaamaamoaaawm

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

Bioensaios
Nos bioensaios foram utilizados os mes-

mos isolados de B. thuringien.ris dos testes
moleculares, além do controle positivo B.
thuringiensis var. ktu•staki (HD 1), controle
negativo B. thuringiensis var. tenebrionrs e
água destilada esterilizada, com espalhante
adesivo Tween 80©, como testemunha.

Os isolados foram mantidos em incubaçáo
por 96 h a 30°C até a completa esporulaçáo,
em meio NA (Nutriente Ágar) sólido, em pla-
cas de Petri com l Ocm de diámetro. As células
bacterianas foram suspendidas em água desti-
lada esterilizada e espalhante adesivo para
obtençáo de suspensóes bacterianas concen-
tradas. Diluiçóes sucessivas foram realizadas
para quantificaçáo dos esporos, em cámara de
Neubauer, para padronizar as suspensóes de

fzáz^'z'z'z'z'zo^^a'zzzzzz^
FU2C1 rdC7 cGa000aGC^C1c^e707 C^o^c^l-

616 pb

645 pb

400 pb

N^O h 00 ^ f^ O^ T N 00 ^ O^ CG

fzdóez^ez'zziYi^^añ Yoezzzzz
F V= m W m m m m W m m m m m m m m F

•

-^a •^^1•
^ ^ •

Figura L Eletroforogramas do material ampliticado com os iniciadores específicos. A: cn IAb e crylB.
B: c^rvlC e cn^IF. C: cr^^lAc. TM: Tamanho Molecular: Ikb plus DNA ladder. CN: Controle Negativo.

BROS a BR90: isoladoti de B. thiu^ingiensis.
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B- Combinaçáo de genes crvl
apresentada pelos isolados de
B. zhuringrensrs.

Gencs cn^l N° dc
isolados

Aa+B 1
F 1
Aa+Ac+B 1
Ac+B 4
Aa+B+F 3
Aa+Ac+F 1
B 1
Ac+B+C 1
Aa+B+C+F 1
Aa+B+F 1
B+F 1

Figura 2. A) Freyiiéncia de genes cr^^ nos isolados: B) Perfil génico apresentado pelos isolados de BociBu.^
rhuringiensia^.

cada isolado numa concentraçáo final de 3 x
lOs esporos/ml (soluçáo de trabalho).

Após a obtençáo da soluçáo de trabalho
para cada isolado, cinco discos foliares de
couve cv. Manteiga foram tratados por pulve-
rizaçáo das suspensóes bacterianas e da teste-
munha (1 ml/disco foliar), completando as 5
repetiçóes por tratamento. Os discos tratados,
secos ao ar livre, foram transferidos para pla-
cas de Petri, sobre papel filtro umedecido e
sobre os mesmos foram colocadas 12 lagartas
de 2^ ínstar de P..xylostella. As lagartas foram
mantidas confinadas nas placas e diariamente
foram feitas avaliaçóes da mortalidade larval,
até a formaçáo das pupas, que foram retiradas
das placas. Os dados de mortalidade obtidos
foram submetidos a análise de variáncia e as
médias confrontadas pelo teste de Tukey, pro-
babilidade de 5°Io.

RESULTADOS E DISCUSSÁO

A análise molecular com utilizaçáo dos
iniciadores específicos para os genes cn^ I Ab,
crv 1 Ac, crv I B, cry I C e crv 1 F gerou produ-
tos de PCR com fragmentos de tamanho

esperado (423, 400, 375, 616 e 645, respecti-
vamente), indicando a presença desses genes
em diferentes isolados (Figura 1 A, B e C)
com exceçáo da linhagem B. thurin,^iensis
var. tenebrrorzis, utilizada como controle
negativo para o gene cr_vl .

Os isolados estudados apresentaram per-
fis génicos muito variados, uma vez yue pela
utilizaçáo da análise por PCR foi possível
identiticar cinco genes cr.v, em 16 isolados
de B. thurir^giensis. Desses, a maior freqiién-
cia encontrada foi para o gene crvl B, encon-
trado em 14 isolados, seguido por cr_vl Ac (8
isolados) e cry1F (8), a.^•IAb (7) e crv1C (2)
(Tabela 2).

A variaçáo na combinaçáo desses genes
formou vários grupos, incluindo os diferen-
tes isolados, sendo possível demonstrar que
a maior parte dos isolados apresentaram
mais de um gene cry. Dentre os 16 isolados,
43,75°Io apresentaram trés genes crv, 37,50°I°
apresentaram dois, 12,50°Io apresentaram
apenas um e 6,25°I^ apresentaram yuatro
(Figura 2A). Foram observadas dessa forma,
onze combinaçóes de genes nos 16 isolados,
sendo que quatro isolados apresentaram a
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Tabela ?. Conteúdo génico de isolados de Bacillus thuringiensis var. kurstaki de diferentes regióes brasileiras e
atividade inseticida para lagartas de Plutella xylostella.

Isolados Origem cryl Ab crylAc crylB cry1C cry1F
Mortalidade

(%)

HD1 Bacillus Stock + + - -

Center (EUA)

100.O0

BRj15 Cubatáo/SP - - - + 98,00

BR^ Londrina/PR + + + - - I(>n.00

BRtt Londrina/PR + + - - 100,00

BR^^ Londrin^^PR + + - + 100.On

BRt^, Londrina/PR + + - - 100.00

BRt^ Londrina/PR + + - - + 100.00

BR^K Londrina/PR + + - - I(>n.00

BR21 Ribeiráo Preto/SP + + - - 100,00

BR;^ Gr1os + + - +
armazenados

I(>D.00

BR,^y Londrina/PR + 100.00

BRS,^ Londrin^>/PR + + + 100.00

BR^ç Gráos + + + +

armazenados

10(l.0O

BR^R Gráos + + - +
armazenados

100.00

BRs^i Gríios + + +

armazenados

100,00

BRy^ Gráos + +
armazenados

100.00

var.
teuebrionis

Bacillus Stock -
Center (EUA)

10,00

Test. - 12.00

(+) presença. (- ) auséncia do gene: Test. = Testemunha (água+tween)

combinaçáo dos genes cry 1 Ac+crv 1 B
(maior freqiiéncia), trés a combinaçáo
crr 1 Ab+crv 1 B+cryl F e os outros nove iso-
lados apresentaram combinaçóes diversifica-
das (Figura 2B).

Em funçáo dos resultados obtidos náo é
possível se traçar uma correlaçáo entre a pre-
sença/auséncia dos genes cr^• estudados com a
mortalidade ocasionada no bioensaio com P.
xvlostella, uma vez que todos os isolados uti-
lizados ocasionaram mortalidades superiores
a 98%, igualando-se ao tratamento padráo
com o isolado HD-I de B. thurin^iensis
var.kurstaki (Tabela 2).

Os principais resultados de controle com
B. thur•rn^^^iensis var. kurstaki foram obtidos
com produtos encontrados no mercado, for-

mulados com essa bactéria, que expressa as

toxinas Cry l Aa, Cry 1 Ab e Cry I Ac. As

ligaçóes dessas toxinas com o epitélio, no

intestino do inseto ocorrem através dos mes-

mos receptores de membrana, facilitando 0

aparecimento de populaç8es resistentes, o

que já vem sendo relatado. O aparecimento

de populaçóes de P. xylostella resistentes á

bactéria, em nível de campo, é cada vez mais

freqiiente em todo o mundo (PEREZ & SHEL-

TON, 1 ĉ9%; TABASHNIK, 1994; ^ÑRIGHT et al.,

1997; ZHAO et al., ]993), contirmando os

resultados obtidos em laboratório, com o

surgimento de novas populaçóes resistentes

pela pressáo de seleçáo (TANG et al., 1996).

Resultados positivos de controle de P.
_x^^lostella com B. thuringiensis foram obser-
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vadOS recentemente pOi CASTELO BRANCO Ca

al. (2003), chegando a 100% de mortalidade
para larvas de segundo ínstar de P..xylostella.
Dtns et aL (2004) também relataram bons
resultados para diferentes pragas, em traba-
lho eom B. thuringiei^sis kurstaki e ui^atti^ai,
em formulaçóes comerciais. No entanto, tais
resultados sáo geralmente observados em
populaçóes de campos produtores onde pro-
dutos a base dessa bactéria náo sáo larga-
mente empregados.

Tendo em vista os casos freqiientes de
resisténcia, uma das formas de se manejá-la
em populaçóes de campo é a utilizaçáo de
novos isolados de B. tliurútgie^tsis que apre-

RESUMEN
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sentem pertis diferenciados yuanto ao conte-
údo de genes cr^^, eomo os encontrados nos
isolados deste estudo.

A presença dos diferentes genes ci.^^ nos
isolados estudados, obtidos pela análise de
PCR, náo significa que os mesmos estáo
sendo expressos, no entanto dí"lo um forte
indício de que estes isolados poder<to ser
empregados na construçáo de formulaç^es
comerciais efetivas contra diferentes pragas.
Gera-se ainda, a possibilidade de novos estu-
dos relacionados á expressáo e inserçáo des-
ses genes em plantas, mediante compro-
vaçáo de sua atuaçáo nas mortalidades gera-
das nos ensaios.

THULf3R. A. M. G.. R. T. THUI-flR. E. S. CICFiRU. $. A. DE BORl'OLI, M. V. F. LGMOS. 2(X)7.

Es[udio de la variabilidad génica en aislados brasileños del Bacillus thurin^iensis ptva la uti-
lización en el control biológico del Plurellu .xr•lostelln, Bol. Sat. Feg. Pingcrs. 33: 409-417.

EI objetivo de este trabajo fue el de encontrar diferencias en el contenido de genes cr_c
de los aislados más recientes de Bcrcilhcs thm^in,^ierrsi.r en relación al linaje HDI, umplia-
mente utilizado en la fonnulación de productos comerciales, así como el de evaluar el efec-
to de los mismos sobre una población de Plutella .x^lostella, susceptible a la bacteria. Los
aislados BRS, BRr,, BR^ ^, BRi,, BRir,. BRi^, BR^H, BR,^, BR^^, BR.yy, BRSy. BR75, BR^x,
BRn^r y BRyr^; además del aislado HDI y del control negativo B. thuriuXiensi.r var. tene-
brionis utilizados en este estudio, hacen parte de la colección del Laboratorio de Genética
de Bacterias y Biotecnología Aplicadu (LGBBA) de Ia FCAV-UNESP/Jaboticabal-SP. Para
la realización del trabajo fueron realizadas reucciones de PCR utilizándose los iniciudores
específicos para cr_v I Aa. <•ry 1 Ac, crv I B, crr I C y cr^^ I F. Con las reacciones de PCR fueron
observadas las siguientes ampliticuciones: HDI - cr^IAa y B; BRr^s - cry 1F; BRr^^ -
crvlAa, B y Ar. BRii - rnlB y Ac: BRi, - cn^lAa, B y F; BR^fi - crs 16 y Ac: BRi^ -
crvlAa, Ac yF: BRiK - c•n•IB y Ac; BR,i - cn 1B y Ar, BR^^ - cn•IAa, B y F; BRty -
rr}•1 B; BRsr - c rs•I B, Ac y C; BR^s - crs•I Aa, B, C y F; BR^K - cn I B, Ac y F; BRK^r -
cryl Aa, B y C y BRqr^ - cr}• I B y F. En los bioensayos se observó 1(x)% de mortalidad para
orugas de P..r^•lostella con los aislados utilizados, exceptuándose el aislado BRr15 yue causcí
98`7r,, indicando así yue para una población susceptible a este insecto, como la utilizada en
el presente estudio, la efectividad de lu bacteriu B. ^huringieusis no depende del contenido
de genes cn• de cada aislado. Sin embargo, se sugiere que los aislados que presentaron per-
tiles diferentes en relación a los genes crr estudiados, puedan ser empleados en la formu-
lación de nuevos bioformulados, para manejar la resistenria en casos en yue los receptores
de membrana sean diferentes de los presentados por los insectos resistentes a aislados como
el HD- I, comúnmente encontrado en fornwlaciones comerciales.

Palabras clave: oruga de las crucíferas, PCR, control microbiano, entomoputcí^enos.

ABSTRACT

THUt.eR, A. M. G., R. T. THUi.ea, E. S. Cíct:RO, S. A. DE BokTOU, M. V. F. LeMOS.
2(x)7. The study of genic variability in Burillus thurin,giensis Brazilian strains for use in
the biological control of Plutel/u .r^^lostella. Bnl. Surr. 1/eg. Plugus, 33: 409-417.

The objective of this work was detine the differences among cr.^• genes of the more
recent brazilian strains of Bcrcillus rhurin^iensis in relation to HDI strain, commonly
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used in commercial formulations. It was evaluated too its effects on larvae of a suscepti-
ble population of Plutellrt _+,^'lostellu. The strains BRS. BR6, BR I I, BR I 2. BR 16, BR 17,
BR18, BR21. BR37, BR49, BR54, BR75, BR78, BR80 e BR90 (Brazilian strains). HDI
and negative control (B. thuringiertsis var. tenehriortis) used in this study were from
"Laboratório de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA)'• collection,
located in the "FCAV-UNESP. Jaboticabal, SP". For accomplishment of this work, the
specific starter for crvlAa had been carried through PCR reactions using itself, cr_^ IAa.
cr.^'lAc, crclB. cr^'] ĉ e cr^'IF. By the PCR reactions the following amplifications were
observed: HD I- cn' I Aa and B: BROS - cn• 1 F: BR06 - rrr I Aa. B and Ac: BR I I- cr^^ I B
xnd Ac; BR I 2- cr^^ l Aa. B and F: BR 16 - crv 1 B and Ac; BR 17 - ct_^' I Aa. Ac and F: BR I 8
- cn^ I B and Ac: BR21 - crv I B and Ac: BR37 - c rv I Aa. B and F; BR49 - crv I B; BR54 -
cn' I B, Ac and C; BR75 - cn'1 Aa. B, C and F: BR78 - cr^^l B. Ac and F: BR80 - crs^l Aa,
B and C and BR90 - crylB and F. The bioassays showed mortalities of 100% to P.
rvlostella larvae by all strains, excepting BROS that caused 989n of larvae mortality, indi-
cating effectiveness of B. tituringien.cis independently of the cr.^' gene presenL It is pos-
sible to suggest that the strains showing different protiles in relation to the cr^ genes stu-
died, can be used to new B. thuringien.cis formulations trying to manage the resistance in
the cases where the membrane receivers are different from HDI receivers of resistant
insects, currently found in B. Nturingiensis commercial formulations.

Key words: diamondback moth. PCR, microbian control, entomopathogens.
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