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Resumo: A necessidade global de mitigar perdas de produtividade causadas por pragas,
estimadas em até 40%, tem impulsionado um aumento de aproximadamente 100% no uso de
pesticidas e, paralelamente, o fortalecimento do mercado de biopesticidas. Nesse cenério,
destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) e suas toxinas inseticidas, entre elas Cry1, Cry2 e
Vip3. Considerando a pressao seletiva exercida sobre as populacdes de pragas e a busca por novas
moléculas inseticidas em isolados adaptados a diferentes ambientes, este estudo teve como
objetivo identificar os genes cry1, cry2 e vip3 em isolados de Bt provenientes do Cerrado Mineiro.
A metodologia integrou o desenho de primers especificos, obtidos por analises in silico de regides
conservadas dos genes-alvo, a ensaios laboratoriais de PCR. O DNA genomico de 35 isolados
morfologicos de Bt, obtidos a partir de amostras de solo submetidas a choque térmico, foi
extraido, amplificado e analisado por eletroforese. Os resultados indicaram uma frequéncia de
48,60% para o gene cryl e ocorréncia reduzida para cry2 e vip3, detectados conjuntamente apenas
no Isolado 44, que apresentou o perfil completo dos trés genes. Essa baixa frequéncia, distinta do
observado em outras regides, sugere variabilidade geografica entre isolados. A maior
estabilidade das proteinas Cry, em relacao as Vip, contribui para explicar a predominancia de
cryl. O Isolado 44, por conter cryl, cry2 e vip3, apresenta potencial inseticida relevante contra
Lepidopteros, destacando-se como candidato para futuras andlises de expressdao proteica e
bioensaios, etapas essenciais para confirmar sua efetividade.

Palavras chave: controle bioldgico; biotecnologia; PCR.

Abstract: The global need to mitigate productivity losses caused by pests —estimated at up to
40% —has driven an approximately 100% increase in pesticide use and, in parallel, strengthened
the biopesticide market. In this context, the bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) and its insecticidal
toxins, including Cryl, Cry2, and Vip3, have gained prominence. Considering the selective
pressure exerted on pest populations and the ongoing search for new insecticidal molecules in
isolates adapted to diverse environments, this study aimed to identify the cry1, cry2, and vip3
genes in Bt isolates from the Cerrado region of Minas Gerais. The methodology combined the
design of specific primers —obtained through in silico analyses of conserved regions of the target
genes—with laboratory PCR assays. Genomic DNA from 35 morphological Bt isolates, obtained
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from soil samples subjected to heat shock, was extracted, amplified, and analyzed via
electrophoresis. The results indicated a frequency of 48.60% for the cryl gene and reduced
occurrence of cry2 and vip3, which were detected together only in Isolate 44, the sole isolate
exhibiting the complete profile of all three genes. This low frequency, distinct from patterns
observed in other regions, suggests geographic variability among isolates. The greater stability of
Cry proteins, compared with Vip proteins, helps explain the predominance of cryl. Isolate 44,
which contains cryl, cry2, and vip3, presents relevant insecticidal potential against Lepidoptera
and emerges as a promising candidate for future protein expression analyses and bioassays —
essential steps to confirm its effectiveness.

Keywords: biological control; biotechnology; PCR.

1INTRODUCAO

A produgao global de alimentos enfrenta, de forma continua, perdas
expressivas de produtividade decorrentes da agao de pragas e doencas. De acordo com
a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), tais perdas podem
atingir até 40%, o que historicamente estimulou a intensificagdo do uso de pesticidas,
resultando em um aumento estimado de 100% no periodo de 1990 a 2022 (FAO, 2024).
Paralelamente, observa-se uma expansao significativa do mercado de biopesticidas, cujo
valor foi estimado em US$ 8 bilhdes em 2023, com projegdes que indicam a possibilidade
de alcancar US$ 22 bilhdes até 2033 (Mawcha et al.,, 2025). Esse crescimento é
particularmente notavel no Brasil, onde mais de 50% dos produtores adotam solugdes
bioldgicas, indice superior ao observado em paises como os Estados Unidos (Fapesp,
2024).

Nesse contexto, entre os biopesticidas de maior utilizagao global, destaca-se a
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), que compreende tanto diversos eventos transgénicos
quanto formulacdes comerciais amplamente empregadas (AGROFIT, 2025; ISAAA,
2025). Presente em diferentes ecossistemas ao redor do mundo, Bt é reconhecida por sua
capacidade de produzir proteinas com atividades inseticida, fungicida e nematicida,
entre outras. Sua eficdcia estd associada, em grande medida, a diversidade de toxinas
que sintetiza, destacando-se, entre as mais utilizadas, as proteinas Cry1l, Cry2 e Vip3
(Santos et al., 2022; Parra, 2023).

Os genes que codificam tais toxinas apresentam ampla distribui¢ao no territorio
brasileiro (Bergot et al., 2023). Ademais, cepas isoladas em regides especificas podem
demonstrar maior efetividade frente a populacdes locais de insetos-praga, além de maior
adaptacao as condi¢gdes ambientais regionais (Vilas-Boas; Lemos, 2004). A utilizagdo e a
pesquisa de variantes desses genes sao consideradas estratégicas, uma vez que se trata
de grupos proteicos amplamente caracterizados, com perfis de seguranca consolidados
e historico de uso em diversos paises. Tais caracteristicas favorecem a insercao de novas
proteinas derivadas desses grupos no mercado (Gupta; Kumar; Kaur, 2021; Palma et al.,
2014).

Por essa razao, a identificagdo e a caracterizacao de novos isolados de Bacillus
thuringiensis (Bt), com perfis de toxicidade distintos e possiveis variagdes de moléculas
ja empregadas, constituem etapas essenciais para a sustentabilidade do controle
bioldgico e de eventos transgénicos. A pressao seletiva exercida sobre as populagdes de
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pragas reforca a necessidade de prospeccao continua por novas moléculas inseticidas.
Diante desse cendrio, o presente estudo tem como objetivo identificar genes associados
a produgao de moléculas inseticidas em isolados de Bacillus thuringiensis provenientes
do cerrado mineiro, com énfase nos genes cry1, cry2 e vip3.

2 METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Centro Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM), no Laboratorio de Genética e Biotecnologia (GENEB), abrangendo analises
in silico e ensaios laboratoriais.

Para o desenho dos primers especificos, foram utilizadas ferramentas
disponiveis na plataforma do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os
genes completos referentes as proteinas de interesse possuem entradas catalogadas no
banco de dados GenBank, conforme apresentado no Quadro 1. As sequéncias foram
submetidas ao software MEGA, versao 12.0.11 (Kumar et al., 2024), aplicando-se o
algoritmo ClustalW, em suas configuragdes padrdo, para o alinhamento multiplo de
cada conjunto génico. Esse procedimento permitiu a avaliagdo estatistica da
proximidade entre as sequéncias e a identificacdo de regides conservadas.
Adicionalmente, utilizou-se a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
nas configura¢des padrao da plataforma, para verificar a similaridade dos alvos e, desse
modo, subsidiar o desenho de primers especificos para as regioes selecionadas.

Quadro 1: Cédigos de acesso para sequéncias alvo Cry e Vip utilizados para
caracterizagdo de genes cry e vip em isolados de Bacillus thuringiensis
do Cerrado Mineiro. Patos de Minas (MG), 2025

Gene Codigo de Acesso NCBI

Cryl JN794058.1; AF081790.1; AF081248.1; AF288683.1.
Cry2 AF200816.1; EF094885.1; GQ866915.1; DQ361266.1.
Vip3 JN990981.1; KU522245.1; FJ494817.1; MH363732.1.

As porgoes conservadas foram submetidas a ferramenta “Primer-BLAST”, a
qual gerou sequéncias de primers para amplificacdo génica com base nos seguintes
critérios: tamanho entre 18 e 30 nucleotideos, evitando-se sequéncias excessivamente
curtas, que podem apresentar baixa especificidade ao sitio-alvo, e sequéncias muito
longas, suscetiveis a formagao de estruturas secunddrias e a redugao da eficiéncia de
anelamento; temperatura de melting entre 55 °C e 65 °C, faixa na qual aproximadamente
metade da sequéncia alvo se encontra dissociada, favorecendo o anelamento dos primers;
contetido de GC entre 40% e 60%, considerando que pares GC estabelecem trés ligacoes
de hidrogénio, em contraste com as duas ligagdes dos pares AT, conferindo maior
estabilidade ao primer; e selegdo de amplicons curtos, que tendem a apresentar maior
eficiéncia de amplificacdo e menor suscetibilidade a degradagao (Bustin et al., 2020).

As bactérias foram previamente isoladas de diferentes localidades da regiao do
Cerrado Mineiro utilizando-se a metodologia preconizada pela Organizacao Mundial da
Satde (OMS) para o isolamento de bactérias do género Bacillus com potencial atividade
inseticida (WHO, 1985). Foi coletado 1 g de solo, homogeneizado em 5 mL de solugao
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salina (0,8 g/L de NaCl) e submetido a agitagao a 120 rpm por 10 minutos. Aliquotas de
1 mL foram transferidas para microtubos e incubadas em banho-maria a 80 °C por 12
minutos, seguidos de resfriamento em gelo por 5 minutos. Esse choque térmico teve
como finalidade eliminar células vegetativas, preservando apenas estruturas de
resisténcia, como os esporos caracteristicos do género Bacillus.

Apds o tratamento térmico, uma aliquota de 100 uL de cada amostra foi
distribuida em placas de Petri contendo meio Agar-Nutriente (1 g/L de extrato de carne,
2 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 5 g/L de cloreto de sddio e 15 g/L de agar).
As placas foram incubadas em estufa BOD a 30 °C por 24 horas, permitindo o
desenvolvimento de colonias representativas dos isolados, que passaram a compor a
colecao do Laboratorio GENEB. Uma aliquota de cada colonia foi transferida para
microtubos contendo dgua destilada autoclavada e armazenada em freezer a —20 °C.

Dentre a colecao de Bacillus spp., 100 isolados foram inoculados em meio sdlido
Luria-Bertani (10 g/L de caseina, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de cloreto de s6dio
e 15 g/L de agar) e incubados a 30 °C por 24 horas para a formacao de colonias. Apos
esse periodo, as colOnias resultantes foram diferenciadas com base em caracteristicas
morfoldgicas, como coloragdao e formato. A identificagdo de Bacillus thuringiensis foi
realizada considerando-se a formagdo de colonias com bordas irregulares, centro
elevado e coloragao branca (Rampersad; Ammons, 2005; Gillis; Mahillon, 2014; Mukhija;
Khanna, 2018). Os isolados identificados foram conservados em microtubos contendo
agua esterilizada e armazenados em freezer a —20 °C.

O DNA genomico foi isolado e purificado conforme Valicente e Silva (2014),
com modificagdes. As bactérias foram cultivadas por 48 horas em 15 mL de meio sdlido
LB a 25 °C. Apds esse periodo, coletou-se uma porcao correspondente a
aproximadamente 1 cm? da colonia, a qual foi homogeneizada em 1,5 mL de agua
duplamente deionizada (H:0a4) e centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos a 4 °C,
permitindo a separagao do sobrenadante e do sedimento celular. O sobrenadante foi
descartado, e o sedimento foi lavado com H20ud e ressuspenso em 700 uL de tampao
glicose/Tris/EDTA (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCl, 10 mM de EDTA, pH 8§,
contendo 5% de Triton X-100).

Em seguida, adicionaram-se ao microtubo 15 uL de SDS a 20% (p/v) e 5 uL de
proteinase K (20 mg/mL), incubando-se a 65 °C por 1 hora. Apds a incubagao, foram
adicionados 1000 uL de solucao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e a mistura foi
centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos. Da fase aquosa superior, retiraram-se 300 pL,
transferindo-os para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 300 pL de acetato
de potassio 3 M (pH 5,2) e 600 uL de 2-propanol. A amostra foi centrifugada novamente
a 12.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante descartado cuidadosamente.

O sedimento foi lavado com etanol 70% (v/v) gelado, seguido de centrifugagao
a 12.000 rpm por 5 minutos. O etanol foi descartado e o sedimento seco a temperatura
ambiente. Por fim, o material foi ressuspenso em H20u4 e armazenado em freezer -20°C.

A amplificagdo do material genético foi realizada por meio da técnica de Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando 13 pL de PCR ReadyMix (Thermo Fisher), 1
uL de primer foward, 1 pL de primer reverse e 5 pL de amostra, totalizando 20 uL por
reagao. As condigoes de amplificagdo consistiram em desnaturagao inicial a 94 °C por 1
minuto, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 57 °C por 45 segundos e 74 °C
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por 1 minuto, finalizando com extensao a 74 °C por 10 minutos. Esse protocolo resultou
na obtencao de fragmentos amplificados correspondentes aos alvos esperados.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
contendo solugao de brometo de etidio a 5x10-5 mL/mL, sob condi¢es de 120 V, 250 mA
e 90 W, durante 120 minutos. Decorrido o tempo, os fragmentos foram visualizados em
transiluminador sob luz UV.

O material amplificado dos isolados de Bacillus spp. foi comparado aos
controles positivo e negativo provenientes de cepas comerciais listadas na Tabela 1, cujas
proteinas Cry e Vip encontram-se descritas no banco de dados UniProt (UNIPROT,
2025).

Tabela 1: Relagao de cepas e proteinas de Bacillus spp. utilizadas no experimento
“Caracterizagao de genes cry e vip em isolados de Bacillus thuringiensis
do cerrado mineiro”. Patos de Minas (MG), 2025
Cepa Proteinas
B. thuringiensis Kurstaki HD-1 Cryl, Cry2, Vip3
B. subtilis QST 713 -

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise das entradas de cryl, cry2 e vip3 no software MEGA, utilizando a
metodologia de alinhamento multiplo ClustalW, evidenciou regides de similaridade
entre as sequéncias nucleotidicas correspondentes aos intervalos 1821-3278, 1-1902 e 1-
2394, respectivamente. As sequéncias depositadas no GenBank (Quadro 1) foram, entao,
submetidas a ferramenta Primer-BLAST para o desenho de primers dentro dessas regioes
conservadas previamente identificadas. Apos esse processo, foram gerados e
selecionados pares de primers para cada gene, obedecendo aos critérios de qualidade
estabelecidos anteriormente, resultando na Tabela 2. Os primers selecionados foram
sintetizados e enviados ao laboratdrio pela empresa Invitrogen.

Tabela 2: Primers especificos desenhados na plataforma PRIMER-BLAST para os genes
cry e vip. “Caracterizacdo de genes cry e vip em isolados de Bacillus thuringiensis
do cerrado mineiro”. Patos de Minas (MG), 2025

Primer Sequéncia Tm Fragmento (pb)
cryl F AATGTGCCAGGTACGGGTTC 57.8 141 pb

cryl R GGCACACTTTTCTCCATCCC 56.3

cry2 F ACGCTGTTCCTTTATCAATAACTTC 56.5 133 pb

cry2 R TGTAAATTGGCTGCCTGTGC 56.5

vip3 F ATTGATCGTCCCGCCAAGTG 58.1 132 pb

vip3 R GTTCCATTCACTCCGCCTGT 57.7

*As siglas Tm e pb sdo referentes a Temperatura de melting e pares de bases.
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Dentre os 100 isolados bacterianos de Bacillus spp. cultivados em meio LB,
foram identificados como potenciais Bacillus thuringiensis, com base no perfil
morfologico tipico da espécie, os seguintes isolados: 01, 02, 04, 05, 06, 07, 08, 11, 14, 15,
20, 33, 35, 36, 39, 44, 47, 52, 53, 57, 61, 62, 64, 65, 67, 72, 74, 81, 86, 87, 88, 89, 90, 95, 100.

Considerando que B. thuringiensis integra o grupo Bacillus cereus sensu lato, o
qual abrange outras nove espécies com morfologia semelhante, a identificagao definitiva
requer andlises genéticas e fenotipicas adicionais. Entre os métodos recomendados
destacam-se a detecgao do cristal parasporal (Bavykin et al., 2004) e identificagao por
marcadores genéticos (Fichant et al., 2022).

Os isolados selecionados tiveram seu DNA genomico extraido e submetido a
amplificagao das regides correspondentes aos genes cry1, cry2 e vip3 por meio da técnica
de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se primers especificos (Tabela 2).
Em seguida, os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel,
possibilitando sua visualizagao. As Figuras 1 a 3 apresentam os padroes de bandas de
acordo com os pesos moleculares esperados, confirmando a presenga ou auséncia dos
genes investigados, conforme sintetizado na Tabela 3.

Tabela 3: Relagao da presenga de genes cry e vip em cepas e isolados de Bacillus spp
com base em perfis eletroforéticos. “Caracterizacao de genes cry e vip em isolados de
Bacillus thuringiensis do cerrado mineiro”. Patos de Minas (MG), 2025

Cepa / Isolado cryl cry2 vip3 Cepa / Isolado cryl cry2 vip3
B.  thuringiensis + + + 52 +
Kurstaki HD-1

B. subtilis QST 53

713

01 + 57

02 + 61

04 + 62

05 64

06 + 65 +
07 67

08 72 +
11 74

14 + 81

15 + 86

20 + 87

33 + 88

35 + 89

36 + 90

39 + 95

44 + + + 100 +
47 +

*O simbolo “+” indica a presenca dos genes em questao, enquanto a auséncia de simbolo a falta
dos mesmos.
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A Figura 1 apresenta o padrao obtido para o par de primers especificos de cry1,
no qual se observa a presenga de bandas em 17 isolados. Céron et al. (1995) identificaram
o gene crylA em aproximadamente 48% dos isolados avaliados em seu estudo,
proporgao semelhante a verificada no presente trabalho, no qual 17 dos 35 isolados
apresentaram amplifica¢do para cryl, correspondendo a 48,6% da populagao analisada.
Resultados compativeis também foram reportados por Nogueira e Ibarra (2010), que
registraram maior frequéncia de genes cryl em populacdes de B. thuringiensis. De modo
semelhante, Guidelli-Thuller et al. (2008), ao analisarem 1073 isolados, identificaram que
55,7% continham o gene cry1.

Devido ao fato de o gene cryl apresentar variagdes polimdrficas mesmo em
regides consideradas conservadas, diversos estudos voltados a identificagdo da familia
de proteinas Cryl recorrem ao uso de primers degenerados ou conjuntos de primers
especificos (Bravo et al., 1998; Guidelli-Thuler et al., 2008; Lone et al., 2017). Judrez-Pérez
et al. (1997) destacam que determinadas sequéncias do gene cryl podem nao ser
detectadas por primers altamente especificos, o que torna necessaria a adogao de técnicas
moleculares mais sensiveis e robustas, tais como PCR com primers degenerados, PCR
multiplex, PCR-RFLP, qPCR, ddPCR, TAIL-PCR e Southern blotting (Queiroz et al., 2023;
Carvalho et al., 2020; Nogueira; Ibarra, 2010).

Figura 1: Eletroforese em gel utilizando marcador molecular de 50 pb analisando o
gene cryl. “Caracteriza¢ao de genes cry e vip em isolados de Bacillus thuringiensis

do cerrado mineiro”. Patos de Minas (MG), 2025
MM + - 01 02 ©04 05 ©06 07 08 11 14 15 20 33 35 36 39 48 47

EEEEEEEE

MM+ - 52 8 & 61 62 64 6 67 72 74 81 8 8 8 B8 90 9 100

I EEEEERE

* MM: marcador de peso molecular 50pb; “+”: controle positivo, B. thuringiensis Kurstaki HD-1;
“-": controle negativo: B. subtilis QST 713.

Observando o perfil eletroforético dos isolados para o par de primers especificos
cry2, pode-se observar a presenga de banda apenas para o isolado 44, contrastando a
frequéncia do gene cry2 em populagdes como a mencionada por Thammasittirong e
Attathom (2008) em seu trabalho que identificou a presenga de 80,60% do gene em uma
populagao de B. thuringiensis na Tailandia.
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Figura 2: Eletroforese em gel utilizando marcador molecular de 50 pb analisando o
gene cry2. “Caracterizagao de genes cry e vip em isolados de Bacillus thuringiensis

do cerrado mineiro”. Patos de Minas (MG), 2025
MM + - 01 02 04 05 06 07 08 11 14 15 20 33 35 35 39 44 47

MM + - 5 S3 & 61 62 64 6 6 72 74 81 8 8 88 8 90 95 100

- ~
s ETEEELE

* MM: marcador de peso molecular 50pb; “+”: controle positivo, B. thuringiensis Kurstaki HD-1;
“-”: controle negativo: B. subtilis QST 713.

A ocorréncia simultanea dos genes cryl e cry2 é uma tendéncia em diversas
populagoes de Bacillus thuringiensis (Ben-Dov et al., 1997; Hernandez-Rodriguez; Ferre,
2009). De forma semelhante, isolados que demonstram a presenca de genes vip3, também
demonstram a presenca de genes cryl e cry2 (Hernandez-Rodriguez et al., 2009), fato
observado neste estudo com o isolado 44.

O indicativo para que proteinas Cry sejam mais presentes nas populagdes de
Bt, se demonstra pelo fato de se apresentarem em formas estaveis sobre inclusdes
cristalinas, provendo resisténcia a longo tempo e condi¢des adversas. O cristal protege a
proteina de degradacdo até que seja consumida pelo inseto praga alvo. Contudo, a
producdo desta proteina é reservada apenas para a fase de esporulacdo, assim nao
podendo atuar sobre alvos presentes durante a fase vegetativa (Chen et al., 2022).

Figura 3: Eletroforese em gel utilizando marcador molecular de 50 pb analisando o
gene vip3. “Caracterizacdo de genes cry e vip em isolados de Bacillus thuringiensis

do cerrado mineiro”. Patos de Minas (MG), 2025
MM+ - o1 02 o2 s 06 07 08 11 14 15 2 33 35 3 33 4 a7

MM + . 5 53 &5 61 62 64 6 6 72 74 81 8 8 88 8 90 95 100

* MM: marcador de peso molecular 50pb; “+”: controle positivo, B. thuringiensis Kurstaki HD-1;
“-”: controle negativo: B. subtilis QST 713.
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O gene vip3 tem ocorréncia menos documentada dentro das populagoes de Bt,
com alta variabilidade nos trabalhos analisados, variando de 7% no estudo de Zahner e
colaboradores (2005) até 90% no trabalho de Sauka e Benintende (2017). Dentro da
populagao avaliada neste trabalho apenas um isolado (isolado 44) apresentou banda
referente ao gene vip3 (Figura 9), desta forma compondo aproximadamente 3% da
populagao amostral. A nao presenca de genes vip3 em determinadas populagdes pode
estar relacionado ao fato de a molécula ser produzida durante a multiplicagao bacteriana
e secretada no meio, porém, possui instabilidade devido a degradacao por radiacao UV,
calor e proteases, tornando assim menos vantajoso que as moléculas Cry no ambito
evolutivo (Sahin et al., 2018).

Amostrados em diversas localidades da Argentina, uma populagao de 268
isolados foram avaliados quanto a presenca de genes cry1, cry2 e vip3, estes apresentaram
porcentagens de 92,50%, 92,50% e 91,30%, respectivamente (Sauka; Benintende, 2017).
Comparando ao trabalho de Bergot et al. (2023), cuja populacao de 257 isolados foram
selecionados em diversas localidades do Brasil, foi demonstrado a presenca de genes
cryl, cry2 e vip3 na proporgao de 93,33%, 73,33% e 80,00%, respectivamente, para a regiao
sul-sudeste do Brasil. Demonstrando assim uma tendéncia da presenga destes genes nas
populagdes de localidades cujo clima se apresenta como tropical, subtropical e
temperaturas amenas.

Em contrapartida, levando em conta que os resultados obtidos nesse estudo sao
relativos ao cerrado mineiro, o trabalho de Bergot na porgao sul-sudeste nao consegue
compreender significativamente o bioma da drea de estudo, visto que o cerrado mineiro
compreende apenas 22% da drea referente e, assim possibilitando a nao assertividade da
comparagao. Desta forma, avaliando isolados do Centro Oeste, regido a qual o bioma
cerrado compreende a 43% em 4drea, apresentaram reducao da presenga destes genes
(69,57% cryl, 65,22% cry2 e 60,87% vip3) (IBGE, 2025; Bercot et al., 2023). Anadlises
realizadas em isolados obtidos no cerrado maranhense, nao apresentaram genes cry1Ab
e cry2, porém apresentaram alta frequéncia na presenga de outros genes cry e, além disso,
alto potencial inseticida em bioensaios com larvas de Aedes aegypti (Soares-da-Silva et al.,
2017). Estudo por Fané e colaboradores (2017) analisaram 52 isolados no Mali e
identificaram apenas 21% dos isolados demonstrando presenca de genes cryl e cry2.
Assim vale destacar a variabilidade existente destes genes em diferentes porcdes
geograficas e dentro de populagdes amostrais.

Tanto os genes cry quanto os genes vip sao transmitidos horizontalmente nas
populagdes de Bacillus thuringiensis através de mecanismos como a conjugagao, ou seja,
transferéncia de plasmideos. A presenga de gene vip3, para que seja transcrito em
proteina, necessita da presenga de outro gene regulador vipR, sequéncia também
encontrada em antes de genes cry1 e cry2, indicando que cepas com a presenca de ambos,
tem mais possibilidade de produzir proteinas Vip3 (Chen et al., 2022).

Andlises genéticas frequentemente demonstram a presenca de diversos genes
cry e vip, entretanto estudos protedmicos demonstram que apenas alguns desses genes
sao de fato expressos como proteinas e alguns em niveis muito baixos (Gomis-Cebolla et
al., 2018). Isso se deve ao fato de que a regulacdo génica é realizada em multiplos niveis
(transcricional, pds-transcricional e pds traducional) e podem ser influenciados pela fase
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de crescimento, proteinas regulatdrias, condi¢des ambientais e por isolado (Chen et al.,
2022; Sahin et al., 2018; Deng et al., 2014).

A presenca de genes cry1, cry2 e vip3 demonstra a potencial toxicidade a insetos
da ordem Lepiddptera (Carvalho et al., 2020; Chakroun et al., 2016). Nesse contexto, o
isolado 44 necessita de avaliagdes adicionais referentes a expressao e funcionalidade
dessas proteinas, a fim de determinar sua viabilidade para utilizagdo em bioensaios.

4 CONCLUSAO

A selegao de isolados com base na morfologia e perfil genético apresentada
neste trabalho selecionou o isolado 44 com a presenga de genes cry1, cry2 e vip3. Contudo,
as técnicas utilizadas podem subestimar a detecgao de outros isolados capazes de
produzir esses genes, bem como de variantes adicionais com propriedades inseticidas.
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