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RESUMO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coledptera: Curculinoide:
Scolytinae), € considerada uma das pragas de maior risco fitossanitario de
importancia econdmica para a cultura do café. A utilizagdo de agentes sintéticos tem
sido questionada por apresentarem componentes que podem causar problemas
como a contaminacdo ambiental e humana além de incrementar os custos de
producdo. Uma saida para a diminuicdo da sua utilizacdo é a substituicdo por
agentes de controle biolodgico. Recentemente, foi demonstrado que o isolado Bacillus
thuringiensis BR58, contém os genes cry4A, cryd4B, cryl0A, cryllA, cry60A e
cry60B, apresenta atividade inseticida para H. hampei. No presente trabalho
objetivou-se caracterizar e clonar os genes cry encontrados na linhagem B.
thuringiensis BR58. Para tanto, as sequéncias foram submetidas ao alinhamento
pela ferramenta BLAST e avaliadas para a confirmacdo das regides promotoras e
das ORFs pelas ferramentas online BPROM e ORFfinder. Em seguida, foram
construidos iniciadores especificos contendo os sitios de enzimas de restricdo
BamHlI, Hindlll e Sall, dependendo da estratégia de clonagem adotada para cada
gene. Dos seis genes cry preditos, cinco foram clonados individualmente no vetor
pHT315-PxylA e transformados na linhagem acristalifera de B. thuringiensis 407.1.
Até o momento, as proteinas cry60A e cry60B foram expressas e tiveram o perfil
proteico avaliado em SDS-PAGE. Novas etapas de transformacéo nas linhagens de
Escherichia coli e B. thuringiensis estdo previstas para 0os demais genes como
perspectivas de continuidade deste projeto.

Palavras chave: Coledptera. Praga. Controle biologico.
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ABSTRACT

The coffee borer, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculinoide:
Scolytinae), is considered one of the most important pests of economical importance
for coffee cultivation. The use of synthetic agents has been questioned because they
present components that can cause problems such as environmental and human
contamination besides increasing production costs. One way to reduce its use is to
replace biological control agents. Recently, Bacillus thuringiensis BR58 isolate,
containing the cry4A, cry4B, cryl0A, cryllA, cry60A and cry60B genes, has been
shown to exhibit insecticidal activity for H. hampei. In the present work we aimed to
characterize and to clone the cry genes found in the B. thuringiensis strain BR58. To
do so, the sequences were submitted to alignment by the BLAST tool and evaluated
for the confirmation of the promoter regions and the ORFs by the online tools
BPROM and ORFfinder. Next, specific primers containing the restriction enzyme sites
BamHI, Hindlll and Sall were constructed, depending on the cloning strategy adopted
for each gene. Of the six predicted cry genes, five were cloned individually into the
pHT315-PxylA vector and transformed into the B. thuringiensis 407.1 crystal line. To
date, the cry60A and cry60B proteins were expressed and had the protein profile
assessed on SDS-PAGE. New transformation stages in the strains of Escherichia coli
and B. thuringiensis are predicted for the other genes as perspectives of continuity of
this project.

Key words: Coleoptera. Pest. Biological control.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Cafeicultura brasileira

O cafeeiro é uma planta nativa do Nordeste da Africa pertencente a
Familia Rubiaceae e Género Coffea L. que se divide em quatro sessdes
(Mascarocoffea, Eucoffea, Paracoffea e Argocoffea). Entre estas, a de maior
importancia econbmica € a Eucoffea, que abrange as principais espécies
cultivadas para o consumo de café, com destaque para Coffea arabica L. e
Coffea canephora Pierre (MARTINS, 2012; MELO; SOUSA, 2011).

O género Coffea L. possui cerca de 103 espécies (Davis et al., 2006),
sendo que apenas duas delas séo cultivadas de maneira extensiva no Brasil:
C. arabica L., que representa, atualmente, mais de 70% da producéo, e C.
canephora Pierre com 30% (CECAFE, 2017).

A espécie C. ardbica é cultivada em 80% dos paises produtores de café
em regides com altitude acima de 500 metros. Trata-se de um arbusto grande
com folhas ovaladas verde-escuras de clima tropical tmido, nativa das florestas
tropicais da Etiopia, Quénia e Sudao, onde a temperatura anual do ar varia de
18 a 22 °C. Produz frutos de formato ovalado que, geralmente, contém duas
sementes achatadas, os grdos de café (ICO, 2017). Estes, fornecem sabor
suave, aromatico e achocolatado, sendo os Unicos que podem ser vendidos
puros, sem nenhuma combinacéo de grédos (MARTINS, 2012).

A espécie C. canefora, também conhecida como café Robusta, € uma
planta mais resistente a acdo de pragas e intempéries e possui ciclos produtivos
mais elevados, por isso, apresenta vantagens sobre o Arabica. E um arbusto de
até 10 metros de altura que produz frutos arredondados, com sementes
ovaladas e menores que as de C. arabica. O café Robusta é cultivado na Africa
ocidental e central, em toda o sudeste da Asia e, até certo ponto, no Brasil, onde
ele é conhecido como Conillon (ICO, 2017).

A verdadeira histéria de como o potencial energético do café foi
descoberto € incerta. No entanto, ha relados de que os etiopes, por volta do ano
500 d.C, iniciaram o consumo do fruto na forma de um suco fermentado ou, por

vezes, macerado e misturado em banha. A bebida, preparada a partir do café
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torrado e moido, passou a ser consumida pelos arabes, no século XIV. Porém,
tornou-se héabito de cultura social na Turquia, sendo facilmente disseminado
para o ocidente por meio do forte comércio de especiarias do Oriente
(MARTINS, 2012).

O interesse da Europa pela bebida impulsionou os holandeses a levar
frutos frescos e iniciar as plantacdes em suas colénias na Asia em 1699. Das
plantacbes francesas, nas ilhas de Sandwich e Bourbon, o0s europeus
trouxeram mudas da planta para suas col6nias na América Latina (CECAFE,
2017).

No Brasil, as primeiras mudas de café foram introduzidas em meados do
século XVIII em Belém do Para. No entanto, como a cultura ndo foi bem
difundida, a producdo foi levada para o Estado do Maranhdo, chegando a
Bahia no ano de 1770. ApGs algumas sementes do cafeeiro serem levadas
para o Rio de Janeiro, a cafeicultura atingiu o Vale do Ribeira, no inicio do
século XIX, chegando a Sdo Paulo, de onde se difundiu para os Estados de
Minas Gerais, Espirito Santo e Parana (NICHOLLS, 1970).

Por volta de 1867 a construcdo da estrada de ferro ligando as cidades de
Santos e Sao Paulo e a iminente conclusao (1877) da ligacéo ferroviaria entre o
Rio e Sdo Paulo, permitiu que a producdo do café ocupasse rapidamente as
partes do centro e do nordeste do Estado (NICHOLLS, 1970). Em meados do
século XX, o café era considerado o principal produto do cenério agro-mercantil
do pais. Além disso, seu plantio em diversos locais proporcionou a diversificacdo
de investimentos e patrocinou movimentos culturais internamente e no exterior
(BRESSANI, 2007).

O mercado cafeeiro permaneceu estavel durante os anos de 1845 e 1895,
com taxa média de crescimento anual da renda per capita de 2,3% (FURTADO,
1969). Contudo, este sofreu a primeira grande intervengéo do governo em 1906,
no qual o plantio de novas lavouras foi proibido devido a alta produtividade
comparada ao baixo consumo mundial (DE MENDONGCA, 2008).

No ano de 1929 a crise da bolsa de valores de Nova York provocou
enorme queda nos valores internacionais das commodities, bem como
diminuicdo da renda e do consumo mundial, enfraquecendo ainda mais as
vendas do café. No Brasil, com o intuito de controlar a queda dos precgos, foi

determinada a queima de aproximadamente 80 milhées de sacas de café, além
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da erradicacao de muitos cafeeiros (CECAFE, 2017).

Em 1962, apdés outra crise de superproducdo, criou-se o “Acordo
Internacional do Café”, no qual, uma organizacdo constituida por
representantes dos paises produtores e consumidores estabeleceram cotas de
exportacdo por pais produtor (DE MELO, 1993). No entanto, em 1989, o
excesso de oferta do produto no mercado internacional provocou a suspensao
do acordo, criando uma disputa entre os paises produtores que buscavam
compensar a queda no preco do produto (CECAFE, 2017). A queda nos
valores do café se manteve até 1993, quando o Governo Federal do Brasil,
juntamente, com representantes de cinco paises produtores de café da
Ameérica Latina e 14 da Africa adotaram um esquema de retenc&o, no qual 20%
da producédo para exportacao ficaria retida no pais de origem (PASTOR, 1993).

Desta maneira, 0s precos no mercado internacional se mantiveram
elevados o suficiente para remunerar os produtores entre os anos de 1994 e
1999. Em decorréncia do crescimento de investimentos nas lavouras e
consequente aumento da producéo de café, em 2002, somente no Brasil, foram
produzidos cerca de 48 milhdes de sacas de café (ICO, 2017). Desta maneira,
0 crescimento econdbmico do mercado mundial de café cresceu
aproximadamente 30% até o ano de 2010 (ICO, 2017).

Atualmente, o agronegécio do café representa uma das mais
importantes culturas do pais ocupando o primeiro lugar no ranking de producao
e exportacdo mundial, sendo responsavel por envolver aproximadamente,
direta ou indiretamente, 10 milhdes de pessoas desde a producdo até o
processamento do grdo (IOC, 2017). Além disto, o café € a segunda bebida
mais consumida no Brasil, sendo que o consumo anual é um dos que mais
cresceram mundialmente alcancando, aproximadamente, 22 milhées de sacas
de 60 kg em 2017 (ABIC, 2017).

De acordo com Souza et al. (2005), a importancia da produgdo cafeeira para o Brasil é
indiscutivel, considerando que este é um dos principais produtos agricolas de exportacdo, agregando
consideravel volume de recursos a balanca comercial. No entanto, as lavouras estdo sujeitas a acdo de
pragas e doengas que contribuem para a redugdo da produtividade e da qualidade do café produzido

ocasionando grandes perdas econGmicas (Souza et al., 2012; MAPA, 2016).
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1.2 Hypothenemus hampei

A broca-do-café, H. hampei (Ferrari, 1867) (Coledptera: Curculinoide:
Scolytinae), foi descrita pela primeira vez por Ferrari em 1867 ao analisar
amostras de grdos de café provenientes do comércio da Franca
(WATERHOUSE; NORRIS, 1989). Ha controvérsias sobre o verdadeiro local
de origem do inseto (Damon, 2001; Waterhouse; Norris, 1989). No entanto,
acredita-se que seja Uganda, por se tratar do primeiro local onde se constatou
a broca como praga importante e porque la ocorriam seus parasitoides
(CANTOR; BENASSI; FANTON, 2001).

A primeira mencao a broca como praga foi feita mais de 100 anos depois
do inseto ter sido descrito, quando constatou-se a infestacdo de frutos do café
pelo coledptera em lavouras no Congo Belga. Porém, em virtude do reduzido
dano causado, até 1913, nenhuma medida foi adotada em relacdo ao seu
controle (LAURENTINO; COSTA 2004). Neste mesmo ano, ocorreu a
introducdo deste coledptera no Brasil proveniente de sementes infestadas
importadas da Africa e de Java (CASCO-GOMEZ, 2012). A partir de entfo, o
inseto espalhou-se por todas as regides cafeeiras do pais (LAURENTINO;
COSTA, 2004)

Atualmente, H. hampei é considerada uma das pragas de maior risco
para as lavouras de café, podendo ser encontrada parasitando os frutos em
praticamente todas as regibes com cafezais, exceto no Nepal e China
(JARAMILLO et al., 2011). Responsavel por grandes perdas na produtividade
das lavouras cafeeiras, principalmente de C. canefora (Giordanengo; Brun;
Frerot, 1992; Benassi; Carvalho, 1994) esta praga causou perda de,
aproximadamente, R$ 7 milhdes nas lavouras do Cerrado mineiro somente no
ano de 2015 (SNA, 2015).

O parasitismo pela broca-do-café pode produzir trés tipos de danos aos
graos (Figura 1): o primeiro, € decorrente da perfuracdo do fruto pelas fémeas
seguida da alimentacéo de sua progénie reduzindo a producdo e a qualidade
do produto final (MOORE; PRIOR, 1998); o segundo, também é resultante da
perfuracdo do café que deixa os grdos maduros vulneraveis a infestacdo de
outras pragas, principalmente do género Fusarium e Penicilum os quais atacam
as sementes (LEEFMANS, 1923; PENATOS; OCHOA, 1979; GALLO, 2002,
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REBELLES REIS, 2010); o terceiro tipo de dano é causado aos graos verdes,
que sao atacados quando o numeros de frutos maduros néo é suficiente. Neste
caso, 0s insetos ndo se reproduzem, mas provocam a queda prematura do
café (KRAKER, 1988; ORTIZ-PERSICHINO ,1991).

Figura 1 - Danos ocasionados ao café, decorrentes do parasitismo de H.
hampei. (A) e (B). (C) Fémea adulta da broca-do-café perfurando grdo de café

M A

Fonte: Adaptado de: \}ega etal., 2015

A espécie € condicionada, em seu potencial biético, pela disponibilidade do
grdo de café, uma vez que se alimenta e se reproduz em diferentes estadios de
desenvolvimento (BENASSI, 2000). Em condicbes ambientais adequadas e
disponibilidade constante de frutos, o inseto pode alcancar até 8 geracdes no ano
(CARDENAS, 2007). Além disto, foi sugerido, em estudo realizado por Fernandez
& Cordero (2007), que dependendo das condi¢cdes do ambiente, como na baixa
disponibilidade de alimento, as fémeas podem permanecer em estado semi-
inativas nos gréos maduros a espera de condicdes favoraveis e, assim, abandonar
o fruto em busca de novas plantas em periodo de frutificacao.

Nao ha dados completamente elucidados de como a broca-do-café
reconhece os frutos, no entanto, estudos demonstram que parte da atracdo dos
insetos é influenciada por ferorménios e pela coloragéo do fruto (VEGA; INFANTE;
JOHNSON, 2015).

As informacOes sobre as caracteristicas bioldgicas da espécie podem
apresentar pequenas variagdes (CARDENAS, 2007). Segundo Fernandez &
Cordero (2007), estas podem ser atribuidas as condigbes climéticas
predominantes durante a realizagdo de cada estudo e ao numero de analises

realizadas em cada ensaio.
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O ciclo de vida completo dos machos pode perdurar de 20 a 87 dias,
enquanto as fémeas podem viver por aproximadamente 5 meses (BARRERA;
FRANCISCO, 1994). A reproducao destes insetos ocorre entre machos e fémeas
que nascem na mesma baga. Apos a fecundacdo, somente as fémeas adultas
deixam o interior do café e iniciam um periodo de oviposi¢cao que tem duracéo de
aproximadamente 20 dias, com média de 2-3 ovos depositados por dia
(BENAVIDES; GORGORA; BUSTILLO, 2012). Uma vez que a fémea penetra no
fruto e inicia a oviposi¢ao esta permanece em seu interior cuidando da progénie
até sua morte (BERGAMIN, 1943; GALLO et al., 2002). Para Ticheler (1961), esta
informacao se sustenta com a hipotese de que os musculos da asa da fémea se
degeneram, no momento da oviposi¢do, impedindo a colonizacdo de novas
bagas. Em contrapartida, Waterhouse & Norris (1989) sugeriram que a fémea
pode deixar a baga quando a semente € consumida e/ou deteriorada de alguma
forma ou quando sua progénie comeca a surgir.

Os ovos apresentam coloracdo leitosa com aspecto brilhoso e possuem
formato eliptico ou levemente ovoide, com dimensdes em média de 0,59 e 0,31
milimetros nos eixos maior e menor, respectivamente. O periodo de incubacdo
tem duracdo de 5 a 7 dias, o estado de larva 15 dias para os machos e 19 dias
para as fémeas, seguidos de 7 dias em fase de pupa a temperatura de 10 a 28°C
(BERGAMIN, 1943; BARRERA; FRANCISCO, 1994).

Na fase larval, dividida em primeiro e segundo instar e pré-pupa, esta
apresenta coloracdo branca com as pecas bucais escuras e tamanho de
aproximadamente 0,33 mm (Figura 2) (FERNANDEZ; CORDERO, 2007). Esta é a
etapa no qual a broca provoca maiores danos ao café pois se alimentam das
sementes causando destruicdo parcial ou total do fruto (TAKEMATSU; JOCYS;
POTENZA, 2004; FERNANDEZ; CORDERO, 2007).

As pupas possuem tamanhos diferentes de acordo com o0 sexo, no qual as
fémeas possuem 1,89 mm de comprimento e os machos 1,22 mm (Figura 2).
Inicialmente, apresentam coloragdo branca e conforme o desenvolvimento dos
apéndices externos (antenas, patas e asas) tornam-se marrons (FERNANDEZ;
CORDERO, 2007).

O inseto adulto apresenta coloracdo uniforme escura, corpo cilindrico e
élitros (asas anteriores modificadas por endurecimento) truncados. Os machos

s@o menores, medindo aproximadamente 1,24 milimetros e as fémeas, em média
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1,74 milimetros (Figura 2) (Constantino et al., 2011) e ndo possuem asas,
apresentando apenas vestigios membranosos, 0 que sugere o fato deles nunca
sairem do interior do fruto (GALLO et al., 2002).

Figura 2 - Estadios desenvolvimento de H. hampei. (A) 1- larva de primeiro
instar; 2- larva de segundo instar; 3- pré-pupa. (B) 4- Pupa do macho; 5 — Pupa
da fémea. (C) 6- Macho adulto; 7- Fémea adulta.

7 . 3

Fonte: Adaptado de: Vega et al., 2015

1.2.1 Manejo da broca-do-café nos cafezais

As infestagbes causadas por H. hampei podem ser influenciadas por
diversos fatores como: clima, colheita, sombreamento, espacamento e altitude
(SOUZA; REIS, 1997). Além disso, a maior parte do ciclo de vida destes insetos
ocorre dentro do grdo de café, dificultando o manejo nas lavouras, seja
empregando estratégias a base de inseticidas sintéticos ou inseticidas nao-
sintéticos (DAMON, 2000; JARAMILLO et al, 2006, VEJA; INFANTE;
JARAMILLO, 2009). Embora o controle a base de agentes sintéticos seja o mais
utilizado, outros métodos que possam apresentar menores danos ambientais e
melhores respostas quanto ao controle desta praga tém sido explorados, como o
controle comportamental, cultural e biolégico (BUSTILLO et al., 1998;
VILLACORTA et al., 2001; OKUMURA et al.,, 2003; NEVES; HIROSE, 2005;
FORNAZIER et al., 2007; FERNANDES et al., 2014).

O primeiro produto a apresentar eficiéncia no controle de pragas, foi o
dicorodifeniltricloroetano (DDT), sintetizado por Muller (1939) e manufaturado em
1943. A partir deste momento, diversos compostos mais eficazes e mais seletivos,
foram desenvolvidos (HORNE; MCDERMOT, 2001). Sabe-se que o método de

controle por agentes sintéticos € um dos fatores que impulsionaram a producéo
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mundial de alimentos para patamares nunca antes alcancados. Porém, o uso
extensivo destas substancias tem gerado efeitos negativos como a contaminagao
de solos e mananciais (AGUIAR MENEZES, 2003).

No Brasil, o controle da broca-do-café iniciou-se com a utilizacdo do
composto hexaclorociclohexano (BHC). Entretanto, este ndo apresentava grandes
efeitos no controle da praga por se tratar de um po6 seco polvilhado nas lavouras
facilmente lavado pelas chuvas. Desta maneira, 0 manejo deste inseto passou a
ser eficiente a partir da década de 70, com a iniciativa dos produtores de cultivar
as mudas de café com maiores espacamentos e com o registro de uso do
inseticida Endosulfam 350 CE (SOUZA et al., 2015).

Embora o quimico Endosulfam apresentasse excelentes resultados frente
ao controle da broca, no ano de 2010, o produto foi retirado do mercado norte
americano por se tratar de uma substancia altamente toxica para humanos e
outros animais (U.S. Environmental Protection Agency, 2010). Neste mesmo ano,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em um processo de
reavaliacdo do ingrediente ativo deste agente, determinou sua retirada do
mercado brasileiro em um prazo de quatro anos (MMA, 2010).

Desde entdo, o controle da broca passou a ser realizado com o0 quimico
Ciantranilipole (MAPA, 2015). Este deve ser aplicado em lavouras passiveis de
mecanizacdo a niveis de talhdes onde a infestacdo atingir 3 a 5% ou mais de
frutos broqueados e em frutos verdes aquosos, na época de transito do inseto que
se inicia aproximadamente aos 90 dias apos as maiores floradas (SOUZA et al.,
2015). Entretanto, no Brasil, existem regides cafeeiras implantadas em topografia
acidentada que ndo permitem a mecaniza¢ao no controle de pragas (SOUZA et
al., 2012).

Embora o método de controle a base de inseticidas sintéticos seja eficiente,
0 uso intensivo de um mesmo produto durante longo periodo aliado ao emprego
incorreto pode selecionar insetos resistentes (Takematsu; Jocys; Potenza, 2004),
além de causar intoxicacdo dos agricultores e consumidores (NEVES; HIROSE,
2005). Desta maneira, faz-se necessario 0 uso de outros métodos de controle nas
lavouras (FERNANDES et al., 2014).

O controle comportamental € baseado em conhecimentos sobre as
atividades dos insetos (FERNANDES et al., 2014). Este método tem sido adotado
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com sucesso para o controle de insetos-praga em culturas de Citrus sp. (Sharifi et
al., 2013), algodao (Miranda; Silva, 2005) e goiaba (AZEVEDO et al., 2012).

Sabe-se que as fémeas da broca-do-café s&o atraidas por compostos
volateis do fruto (SILVA; VENTURA; MORALES, 2006). Esta descoberta
intensificou a realizacdo de estudos visando a melhor escolha para a confeccéo
de armadilhas como a cor e a proporcdo de atraentes na mistura (DUFOUR;
FREROT, 2008). No entanto, enquanto a maioria dos estudos visando o controle
da broca sdo realizados em outros paises, no Brasil, destacam-se apenas
experimentos de monitoramento do inseto com a utlizacdo de armadilhas
confeccionadas com garrafa Pet vermelha (OKUMURA et al., 2003; FERNANDES
etal., 2014).

Um outro mecanismo aplicado no manejo da broca-do-café € o “Controle
Cultural”. Apos a colheita, todas as bagas devem ser coletadas, incluindo as
deixadas nas arvores e aquelas que cairam no chdo, para interromper
completamente o ciclo de vida do inseto (VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015).
Todos os cafezais velhos e abandonados, nos quais a broca encontra abrigo e se
multiplica livremente devem ser eliminados (FORNAZIER et al., 2007). Além disso,
h& necessidade de que todos os produtores executem os mesmos cuidados nas
lavouras (VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015).

O controle cultural também pode ser usado para reduzir a disperséo
passiva que ocorre quando os materiais contaminados com o inseto sdo movidos
de um lugar para outro. Estes materiais incluem sacos de café utilizados durante a
colheita, implementos agricolas, veiculos, vestuario de trabalhadores e bagas
infestadas ou sementes de café para uso doméstico (LEEFMANS, 1923). Este é
considerado o método mais eficiente para eliminar as infestacdes causadas pelo
inseto. Entretanto, a menos que a presenca de insetos seja muito limitada, o
sistema de recolhimento de grédos pode ser dificil de implementar devido aos
custos associados, pois estes cuidados exigem a disponibilidade de méo de obra
(VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015).

Entre os diferentes agentes naturais utilizados no controle da broca-do-café
estdo o fungo Beauveria bassiana, nematdides e parasitoides da ordem
Hymenoptera (VEGA,; INFANTE; JOHNSON, 2015).

O modo de acdo dos entomopatdgenos fangicos envolve fixacdo de

esporos a cuticula do inseto, seguida de germinacéo e penetracdo na cuticula. A
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morte € causada pelo crescimento e proliferacéo das hifas ao longo da hemolinfa,
um processo que esgota nutrientes usados e perturba os tecidos internos,
ocasionando a sua morte (VEGA et al., 2012).

O fungo B. bassiana € considerado o agente mais eficiente no controle
biologico microbiano de H. hampei (La ROSA et al., 1997; NEVES; HIROSE,
2005). Resultados de experimentos realizados em laboratério e a campo, indicam
gue este microrganismo tem potencial para ser utilizado, desde que as
concentracfes do indculo estejam adequadas para induzir o processo de doenca
nos insetos (La ROSA, 2000; NEVES; HIROSE, 2005). Em varios experimentos,
os niveis de infeccdo dos cafezais apés a pulverizacdo de uma suspenséao a base
de B. bassiana tém sido examinados. Entretanto, nesses estudos ndo constam
dados referentes ao quanto a pulverizacao € rentavel, bem como, se ha aumento
ou ndo da mortalidade de insetos em parcelas pulverizadas em comparacdo com
areas nao pulverizadas, impedindo que se determine a eficiéncia deste método
(VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015).

Algumas espécies de nematoides, principalmente dos géneros
Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae) e Heterorhabditis (Rhabditida:
Heterorhabditidae) podem ser utilizados como agentes no controle biol6gico da
broca-do-café. Nos ultimos anos, foi observado o parasitismo natural de espécies
desses géneros contra populacdes de H. hampei em plantacées de café na india,
México e Coldmbia (VARAPRASAD et al., 1994; CASTILLO et al., 2002; LOPEZ
et al., 2008). Contudo, ainda ndo esta claro se o0 uso de nematodos
entomopatogénicos € viavel no campo (VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015).

Desde a descoberta da praga nas lavouras de café da Costa Rica, um
intenso estudo laboratorial relevou B. thuringiensis como um potencial agente de
controle biolégico em agrossistemas de café. Entretanto, ha um imenso desafio
para que o produto contendo as proteinas entomopatogénicas de B. thuringiensis
alcance os insetos dentro fruto. Além disso, esses compostos devem ser
pulverizados aumentando o custo de sua utilizacdo (VEGA; INFANTE; JOHNSON,
2015).

O desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes a insetos, através
da integracdo dos genes determinantes de resisténcia provenientes de B.
thuringiensis em seu genoma, também tem sido considerado como uma das

alternativas contra perdas causadas pela broca-do-café (BARBOSA et al., 2010).
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A expressao das proteinas toxicas de B. thuringiensis ocorreria em tecidos das
sementes, fonte de alimento de H. hampei, permitindo o contato direto entre os
insetos e as toxinas (SUREKHA; ROYER; NAIDU, 2002). Desta maneira, surge a
proposta de que a construgdo de plantas geneticamente modificadas através da
insercéo de genes cry obtidos de B. thuringiensis pode vir a ser uma estratégia de
controle alternativa para H. hampei (LOPEZ-PAZOS; GOMEZ; CERON, 2009).

1.3 Bacillus thuringiensis

1.3.1 Breve histoérico

O registro do primeiro isolamento de B. thuringiensis foi realizado por
Sotto Ishiwata em 1901, no Japdo, ao reportar uma bactéria que infectava
larvas do bicho da seda Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Bombycidae), causando danos a industria da seda japonesa (BEEGLE;
YAMAMOTO, 1992; ROH et al., 2007). Em referéncia ao aspecto das larvas
infectadas, que apresentavam aparéncia macia e flacida, o autor passou a
chamar o microrganismo de Bacillus sotto (ALMEIDA MELO; SOCCOL;
SOCCOL, 2014). Entretanto, a espécie foi descrita apds uma década por Ernst
Berliner na Alemanha, em homenagem a provincia de Thuringia, ao isolar o
microrganismo de larvas da traca da farinha Anagasta kuehniella Zeller, 1879
(Lepidoptera: Pyralidae) (MILNER, 1994; ROH et al.,, 2007). Durante o
processo de esporulacdo da bactéria isolada, Berliner também observou a
formacdo de um segundo corpusculo e passou a chama-lo de Restkorper
(Beegle; Yamamoto, 1992), posteriormente, classificadas como proteinas Cry
(HOFTE; WHITELEY, 1989).

No mesmo ano em que Berliner descreveu a bactéria, Aoki e Chigasaki
(1915) estudando isolados de Ishiwata, relataram que a toxicidade de B.
thuringiensis devia-se a uma toxina presente em culturas esporuladas, mas que
nao era observada em cultura de células vegetativas. Além disso, constataram
gue quando tratada com acidos, fenol, cloreto de mercurio e calor a toxina era
inativada e que, portanto, tratava-se de uma proteina.

A utilizacdo da bactéria como potencial agente de controle de insetos

iniciou-se décadas depois da sua descricdo. De acordo com Lambert &
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Pefereon (1992), uma das justificativas para a auséncia de interesse nos estudos
com B. thuringiensis, foi a bactéria ser considerada um agente patogénico de
insetos e uma ameaca a industria do bicho da seda. Ademais, na Europa, estava
em curso a Primeira Guerra Mundial (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992).

O interesse pelo microrganismo ressurgiu quando Mattes em 1927, ao
isolar uma cepa da bactéria de um espécime de A. kuehniella e realizar testes
com o isolado, determinou que uma cepa de B. thuringiensis poderia ser
utilizada no controle de Ostrinia nubitalis (Lepdopetera: Crambidae), uma praga
que acometia as plantacbes de milho européias (HUSZ, 1928). ApGs sua
descoberta, o isolado de Mattes passou a ser distribuido para laboratérios em
todo o mundo e utlizado como fonte principal em estudos de controle
microbiano (NORRIS, 1970). Além disso, este trabalho levou a formulagdo do
primeiro bioinseticida comercial, Sporeine, produzido na Franca em 1938
(LUTHY; CORDIER; FISCHER, 1982), sendo utilizado no controle de espécies
de lepidépteras que afetavam diversas planta¢cfes francesas (MILNER, 1994).

No decorrer dos anos, o isolamento de novas cepas de B. thuringiensis
proporcionou a descoberta de estirpes com atividade inseticida mais eficientes
para 0s insetos até entdo testados bem como para novos organismos
(SANCHIS, 2012). No entanto, os bioinseticidas produzidos anteriormente a
1970, por ndo apresentarem atividade tOxica suficiente e vantagens sobre os
custos de producdo eram suplantados pelos produtos sintéticos (BEEGLE;
YAMAMOTO, 1992).

A confirmacéo da linhagem B. thuringiensis subsp. Kurstaki por Dulmage
(1970) com toxicidade 200 vezes superior as linhagens utilizadas nas
formulacGes de produtos comerciais modificaram a histéria dos formulados a
base de B. thuringiensis e aumentou o interesse por novas estirpes da bactéria.
Com isso, no final da década de 1970, uma quantidade consideravel de
produto a base desta linhagem era utilizada no controle de Heliothis spp. em
plantagcbes de algodéo (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). Além disso, no ano de
1977, foi constatada a primeira linhagem téxica para dipteros (GOLDBERG;
MARGALIT, 1977).

Em 1992, milhdes de quilogramas de produtos a base de kurstaki eram
produzidos nos Estados Unidos e utilizados contra mais de 90 espécies de
insetos-praga em todo o mundo (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). No ano de
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2010, aproximadamente 300 produtos formulados a partir de Bt, representavam
53% do mercado mundial de biopesticidas, gerando um volume de 210 milhdes
de dodlares (CAB International Center, 2010).

No Brasil, a primeira pesquisa no controle de insetos-praga com maior
impacto, foi liderada pela EMBRAPA no ano de 1993 com o intuito de controlar
a lagarta Spodoptera frugiperda (Lepdoptera: Noctuidae) uma importante praga
do milho (POLANCZYK, et al., 2017).

Até o ano de 2012, o mercado brasileiro de produtos a base de B.
thuringiensis era contemplado com 9 formulacdes registradas, indicadas para
24 espécies de pragas em 12 tipos de plantacbes, sendo a maioria para
controlar Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera, Noctuidae), S.
frugiperda, Ecdytolopha aurantiana Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae) e
Plutella xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Plutellidae) em plantacdes de
soja, algodao, milho e citricos (POLANCZYK, et al., 2017).

Com o aumento do conhecimento da estrutura e das func¢des dos cristais
toxicos e com o desenvolvimento das técnicas da engenharia genética, foi
possivel a insercdo dos genes codificantes das proteinas Cry em plantas,
dando origem a cultivares transgénicos resistentes a algumas pragas (ROH, et
al., 2007). Ap6s o primeiro evento de organismos expressando toxinas de B.
thuringiensis em 1987, os genes de B. thuringiensis foram utilizados na
transformacdo de diversas plantas, até a obtencdo dos primeiros cultivares
comerciais de milho, algoddo e tomate transgénicos, em 1995, nos Estados
Unidos (JOUANIN et al., 1998). Desde entdo, a area plantada para culturas
transgénicas produzindo toxinas Bt cresceu mais de 1 milhdo de ha entre os
anos de 1996 e 2016 (ISSA, 2016).

Dentre as plantas transgénicas liberadas para uso comercial no Brasil
gue apresentam genes cry de B. thuringiensis destacam-se cultivares de milho,
algodao e cana-de-acucar (CTNBIio, 2017). Apesar da existéncia de estudos
relacionados a transgenia de diferentes cultivares contendo genes cry de B.
thuringiensis ainda ndo ha nenhum experimento conclusivo em relacdo a

producédo de cultivares de café com resisténcia a H. hampei.
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1.3.2 Caracteristicas gerais

B. thuringiensis é uma bactéria pertencente a familia Bacillaceae,
aerobica, Gram-positiva, que apresenta em mais de 95% de suas linhagens
caracteristicas como: hemodlise em agar sangue de ovelha, resisténcia ao
antibiético ampicilina, catalase-positiva, oxidase-negativa e motilidade (VILAS-
BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Possui faixa de temperatura de
crescimento entre 10 e 45°C e ocorre naturalmente em diversos ambientes
como insetos, na agua de rios e no solo (VILAS-BOAS; LEMOS, 2004; VIDAL-
QUIST; CASTANERA; GONZALEZ-CABRERA, 2009).

Durante seu ciclo de vida, a espécie pode apresentar duas fases: uma
de crescimento vegetativo, no qual a célula possui de 1,0 a 1,2 um de largura e
3,0 a 5,0 um de comprimento e outra de esporulacéo (Figura 3), quando ocorre
a diferenciacdo da bactéria em esporo para isolar e proteger o material
genético (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

O processo de formacdo de esporos ocorre devido a exaustdo de
nutrientes e/ou condicbes ambientais desfavoraveis para a sobrevivéncia das
bactérias (LAMBERT; PEFEROEN, 1992). Durante este estagio, no interior da
célula formam-se esporos normalmente elipsoidais, mas que também podem
apresentar formato cilindrico e se localizam na regido central ou paracentral da
célula (LERECLUS et al.,, 1989; ARANTES et al., 2002). Ainda durante este
processo, ocorre a producao de inclusdes cristalinas (Figura 3) compostas de
um ou mais tipos de proteinas (toxinas Cry e Cyt), também chamadas por &-
endotoxina (GLARE; O’'CALLAGHAN, 2000; BRAVO; GILL; SOBERON, 2005).

As proteinas de inclusédo parasporal Cry exibem efeitos téxicos verificados
experimentalmente para um organismo alvo ou possuem similaridade de
sequéncia de aminoacidos significativa com uma proteina Cry ja descrita
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2005; CRICKMORE et al., 2011). As proteinas Cyt,
similarmente as Cry, séo proteinas de inclusdo parasporal de B. thuringiensis que
exibem atividade hemolitica (Cyt) ou tém similaridade de sequéncia com uma
proteina Cyt conhecida (BRAVO; GILL; SOBERON, 2005). Estas inclusdes
apresentam atividade toxica para larvas de diferentes ordens de insetos incluindo
espécies vetores de doencas em humanos e pragas agricolas (LAMBERT;
PEFEROEN, 1992).
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Figura 3 - Representagéo do processo de desenvolvimento e esporulagéo das
celulas de bt decorrente da escassez de nutrientes ou de condicbes favoraveis
para a sobrevivéncia das células.
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Fonte: Adaptado de Lambert & Peferon, 1992

A patogenicidade e a especificidade de B. thuringiensis estao
diretamente relacionadas aos tipos de genes cry que uma linhagem apresenta
(CAPALPO, 2005). Contudo, o potencial patogénico também pode ser atribuido
a acao sinérgica dos esporos com as proteinas Cry, além de outras proteinas
com atividade inseticida como as VIP que séo secretadas na fase vegetativa e
tém atividade contra Lepidépteros e Coledpteros (ESTRUCH et al., 1996).
Diversos fatores de viruléncia também contribuem com a patogenicidade desta
bactéria tais como enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases (ZHANG et al.,
1993), proteases (LOVEGREN et al., 1990), quitinases, &-exotoxinas
(SCHNEPF; WHITELEY, 1981) e B-exotoxinas (LEVINSON, 1990; BRAVO et
al., 1998; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007).

Apesar da eficiéncia da toxicidade apresentada pelas proteinas Cry contra
diversos insetos, sabe-se que ha a ocorréncia de espécies que apresentam
diversidade em relagéo a acdo de algumas toxinas (SOBERON et al., 2012).
Estes dados indicam que a busca por novos isolados de B. thuringiensis se faz

necessaria para a descoberta de cristais com atividades inseticidas diferentes
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objetivando melhores resultados no controle bioldgico.

1.3.3 Proteinas Cry

As proteinas Cry apresentam estrutura molecular constituidas por duas
regides distintas: uma por¢cdo aminoterminal normalmente variavel e associada
a toxicidade e uma porcdo carboxi-terminal, mais conservada e associada a
formacdo do cristal, com massas moleculares que variam de 40 a 140 KDa
(CAPALBO et al., 2005).

Séao classificadas dentro de diferentes grupos e subgrupos de acordo
com a similaridade dos aminoacidos que as compf@em. Sendo assim,
apresentam terminologia especifica no qual todas as proteinas recebem o
nome Cry seguido de uma hierarquia dependendo de sua filogenia (CrylAa,
Cry3A, CryllA, Cry4Ba, CrylAal2, entre outras). As proteinas com
similaridade menor que 45% entre as sequéncias sao separadas por grupos
numeéricos em uma primeira classificacdo (Cry3, Cry4, Cry6...). Dentro de cada
grupo, as que possuem similaridade de 78% recebem uma letra mailscula
(Cry4B, Cry5B etc) e para as proteinas que possuem mais de 78%, mas menos
de 95% similaridade uma letra minUscula é acrescentada a nomenclatura
(CrydAa, CryllAa...) (CRICKMORE et al., 1998).

Até o momento, trés classes de proteinas Cry foram identificadas (Figura
4): as toxinas tipo ETX / MTX, da classe binarias (Bin) e a classe dos trés-
dominios (3D) (ADANG et al., 2014).

Os membros da familia de trés dominios compdem o maior grupo de
proteinas Cry (ADANG et al., 2014). Sdo moléculas globulares que possuem
trés dominios estruturais conectados por ligantes unicos (Figura 4). A porcao
N-terminal possui sete a-hélices, sendo seis de carater anfipatico que se
envolvem em torno de uma hélice hidrofobica central. O Dominio Il € composto
por trés folhas B-pregueadas, enquanto o dominio Ill, da porgédo carboxi-
terminal C-terminal) apresenta estrutura com duas folhas B-antiparalelas. O
Dominio | esta relacionado com a insercéo da proteina na membrana e com a
formacdo de poros. Os Dominios Il e Ill estdo ambos envolvidos no
reconhecimento de receptores especificos (DE MAAGD; BRAVO;
CRICKMORE, 2001; BRAVO, 2005). Dados gerados a partir da andlise
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filogenética das toxinas Cry demonstraram que ocorreu coevolucdo entre 0s
dominios | e Il, enquanto as analises do dominio Ill revelaram uma topologia
diferente devido ao fato da ocorréncia de maior variacdo de dominio Ill entre as
toxinas. Estas informagfes podem indicar a variabilidade da atividade toxica do
grupo 3D e a consequente origem de proteinas com modos de acéo
semelhante mas com diferentes especificidades (BRAVO, 1997; MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001).

As proteinas Cry podem apresentar atividade toxica restrita a algumas
espécies de uma determinada ordem bem como para mais de um grupo de
insetos corroborando com a teoria de que a troca de dominios Ill entre
diferentes toxinas pode originar novas especificidades (BRAVO, 1997; MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001). Um exemplo classico de uma proteina com
multipla acdo € CrylBa, que apresenta atividade entomopatogénica contra

larvas de mariposas, moscas e besouros (ROH et al., 2007).

Figura 4 - Estrutura tridimensional da proteina CrylA indicando as posicfes
dos trés dominios.

Fonte: Maagd; Bravo; Crickmore, 2001

O alinhamento de sequéncias das proteinas Cry revelou a presenca de
cinco blocos conservados comuns que possivelmente sdo importantes para
alguns aspectos da estabilidade ou fungéo da toxina (HOFTE; WHITELEY, 1989;
SCHNEPF et al.,, 1998). A maioria das sequéncias apresentam 0S mesmos



31

blocos conservados, no entanto, algumas toxinas ndo contém este conjunto
enguanto outras possuem apenas um subconjunto destas regifes conservadas
(Figura 5) (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014). Esses blocos séo
frequentemente encontrados nas por¢des internas das proteinas e nas regifes
de contato entre os trés dominios. Desta maneira, em estudos com base nas
estruturas e modelagem molecular, indicou-se que as toxinas que contém
todos ou alguns dos cinco blocos de sequéncias conservadas sao suscetiveis a
possuir a mesma estrutura dos trés-dominios (PARDO-LOPEZ et al., 2012). O
suporte para sustentar esta informacéao foi a determinacéo da primeira estrutura
tridimensional de uma proteina Cry (Cry3Aa) por técnicas de cristalografia de
raios-X (LI et al., 1991). Até o momento, mais seis proteinas Cry da classe dos
trés-dominios tiveram suas estruturas tridimensionais elucidadas: CrylAa
(Grochulski et al., 1995), Cry2Aa (Morse et al., 2001), Cry3Ba (Galitsky et al.,
2001), Cry4Ba (Boomserm et al., 2005), Cry4Aa (Boomserm et al., 2006) e
Cry8Ea (GUO et al., 2009). Apesar destas proteinas apresentarem menos de
20% de similaridade entre as sequéncias de aminoacidos todas mostram uma

dobra similar composta por trés dominios (BRAVO et al., 2012).
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Figura 5 - Grafico representativo da diversidade de proteinas Cry de B.
thuringiensis. O tamanho de cada toxina é representado em escala e 0s cinco
blocos conservados descritos em SCHNEPF et al. (1998) sdo destacados em
cores.
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Fonte: Adang; Crickmore; Jurat-Fuentes, 2014

As diferentes classes de proteinas Cry originam cristais de diferentes
formatos como bipiramidais, circulares, cuboides, irregulares, ovoides e
romboides, o que pode indicar o organismo suscetivel a sua agao
entomopatogénica (LERECLUS; DELECLUSE; LECADET, 1993). Sua
atividade toxica é especifica, principalmente para os representantes das ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera bem como para algumas
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espécies de nematoides e acaros (FEILTELSON; PAYNE; KIM, 1992; BRAVO
et al., 2007).

Dentre as proteinas Cry com atividade toxica para coledpteros, as mais
estudadas estao: Cry3, CrylB, Cryll, Cry7, Cry9 e Cry8 (TAILOR et al., 1992;
SILVA CICERO; FERRAUDO; LEMOS, 2009; ALVES et al, 2011). As
proteinas Cryl8 e Cryl4 também estdo relacionadas porém, apresentam baixa
homologia entre elas e com as outras toxinas (VAN FRANKENHUYZEN, 2009).
Algumas proteinas tém sido descritas com atividade tanto para Lepidoptera
como para Coleoptera (CrylB e Cryll) (TAILOR et al., 1992). Outras toxinas
que afetam essa ordem incluem Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 e Cry55
(CRICKMORE et al., 2015;. VAN FRANKENHUYZEN, 2009). De acordo com a
andlise filogenética dos dominios destas proteinas, tem sido proposto que Cry9
e Cryl0OA também podem ser ativos contra Coleoptera (BRAVO, 1997;
MARTINS, 2009).

Atualmente, cerca de 80 subespécies de Bt estdo descritas e mais de
700 genes cry foram também descritos sendo distribuidos em mais de 70
classes. As atualizacdes da nomenclatura dos genes cry sdo constantemente
depositadas no banco de dados disponivel em:

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/.

1.3.4 Mecanismo de acdo das proteinas Cry

As toxinas Cry de B. thuringiensis pertencem a uma classe de toxinas
bacterianas conhecidas como proteinas formadoras de poros PFT (pore-
forming toxins) que sdo produzidas como proteinas sollveis em agua e que
sofrem mudancas conformacionais para se inserir ou para transportar-se nas
membranas celulares de seu hospedeiro (BRAVO et al., 2007).

Assim como com outras proteinas, a especificidade das toxinas Cry é
determinada por diferentes etapas que, de certa forma, se relacionam com a sua
estrutura tridimensional (3D) caracterizando seu modo de acdo (JURAT-
FUENTES; CRICKMORE, 2016). O mecanismo de acdo das proteinas Cry tem
sido caracterizado, principalmente, em estudos com insetos da ordem Lepidoptera
(BRAVO et al., 2007). Desta maneira, alguns mecanismos de toxicidade tém sido

determinados indicando que ndo ha apenas um modelo padrdo, tratando-se de
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processos complexos que podem ocorrer simultaneamente (MELO; SOCCOL,;
SOCCOL, 2014). De maneira geral, as PFT interagem com receptores especificos
localizados na superficie celular do sistema digestério do hospedeiro. As
protoxinas séo ativadas pela acao de proteases do hospedeiro seguido por ligacéo
ao receptor induzindo a formacdo de uma estrutura oligomérica (PARKER; FEIL,
2005). Em reviséo, tem-se a descricao de trés modelos de acdo das toxinas Cry: 0
modelo classico (Figura 6), 0 modelo da ligacdo sequencial (Figura 7) e o modelo
via de sinalizagéo (Figura 8) (VACHON et al., 2012).

O modelo classico de agao das toxinas “formadoras de poros” parece
ser o mais comum entre as diferentes ordens de insetos (Diptera, Lepidoptera e
Coleoptera). Neste caso, quando as protoxinas sao ingeridas na forma de
cristal sdo solubilizadas em pH alcalino no intestino médio dos insetos
liberando protoxinas que sao clivadas por proteases especificas resultando em
toxinas ativas (SCHNEPF, et al., 1998, CAPALBO et al., 2005, VACHON, et al.,
2012). A toxina ativa € capaz de ligar-se a receptores especificos (caderina, N-
aminopeptidase, Fosfatase alcalina ou Glicoconjugado) presentes nas células
epiteliais das microvilosidades intestinais do inseto formando poros permeaveis
(KIROUAC et al., 2002; BRAVO et al., 2007; ROH et al., 2007). A presenca
desses poros na membrana plasmatica interfere na fisiologia celular, anulando
gradientes iGnicos transmembranares, o0 que resulta em lise celular
(KNOWLES; ELLAR, 1987).

Figura 6 - Representacao do modelo classico de acdo das proteinas Cry
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No segundo modelo, conhecido como “Ligacédo Sequencial”’, os poros se
formam na membrana plasmatica resultante da ligacdo sequencial das
proteinas Cry com um receptor especifico de caderina que danifica o equilibrio
osmoético (MELO; SOCCOL; SOCCOL, 2014). Detalhes deste mecanismo tém
sido elucidados a partir de estudos realizados com a proteina CrylAb e da sua
atividade toxica para insetos da Ordem Lepidoptera. Neste caso, as toxinas
Cry ap6s serem ingeridas, sdo ativadas por proteases digestérias tornando-se
receptivas as ligacbes com receptores de caderina que facilitam a protedlise da
a-hélice 1, presente na porcdo N-terminal da proteina Cry, induzindo a
formacéo de oligbmeros (DORSCH; CANDAS; GRIKO, 2002; HUA et al., 2004;
JIMENEZ-JUAREZ et al., 2008). Estas ligacbes resultam na clivagem
proteolitica das toxinas causando mudancas estruturais nas suas cadeias
formando oligbmeros que funcionam como “pré-poros” na membrana. O
receptor de N-aminopeptidase tem afinidade molecular e atua na ancoragem
do pré-poro na bicamada lipidica. Em seguida, ocorre a formacao de poros na
membrana apical das células intestinais promovendo um choque osmaético que
conduz & morte do inseto (SOBERON, et al., 2009; VACHON, et al., 2012;
ALMEIDA MELO; SOCCOL; SOCCOL, 2014).

Figura 7 - Representacdo do modelo de ligacdo sequencial das proteinas Cry
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O terceiro modelo descrito, mais recentemente, € denominado “acéo de
via de sinalizagao”, no qual a citotoxicidade das proteinas pode afetar a célula
de duas maneiras: a primeira, ocorre de forma litica formando poros na
membrana como no modelo de ligagdo sequencial; e na segunda, produzindo
reacoes sucessivas que alteram o metabolismo celular (ALMEIDA MELO;
SOCCOL; SOCCOL, 2014). Na segunda via, a citotoxicidade seria mediada
pela ligacdo das toxinas Cry com receptores de caderina e N-aminopeptidase.
Esse processo ndo esta elucidado mas infere-se que neste processo ocorre a
transmissdo de estimulos que resultam na ativacdo de uma cascata de
sinalizacdo dependente de Mg?* e uma via de sinalizacdo estimulada pela
proteina G e a adenilil-ciclase, resultando no aumento de concentracdo de
adenosina monofosfato (AMP) ciclico intracelular e ativacdo da proteina
quinase A, que desestabiliza o citoesqueleto promovendo a formacédo de canais
ibnicos na membrana plasmatica ocasionando a morte celular (VACHON, et al.,
2012; ZHANG, et al., 2006).

Figura 8 - Representacdo do modelo de acao de via de sinalizacéo
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Até 0 momento, quatro proteinas que agem como receptoras que se
ligam as toxinas Cry foram identificadas (Figura 9): a N-aminopeptidase (APN)
e a fosfatase alcalina (ALP), ambas ancoradas a membrana por um
glicosilfosfatidilinositol (GPI); a glicoproteina caderina (CADR) e uma proteina

glicoconjugada (GCR).

Figura 9 - Receptores moleculares da proteina CrylAa. CADR (caderina); APN
(N-aminopeptidase); ALP (fosfatase alcalina) e GCR (glicoconjugado de
270kDa)

GalNAc

CADR APN ALP GR

Fonte: Bravo et al., (2007)

Independentemente do mecanismo de acao, esta bem estabelecido que
as toxinas Cry modificam os enterdcitos no intestino do inseto hospedeiro para
comprometer a barreira epitelial intestinal, o que é fundamental para facilitar o
acesso de B. thuringiensis a hemolinfa. Além disso, a integridade colapsante do
epitélio intestinal durante a intoxicacdo por Cry também resulta em condicdes
fisiologicas intestinais alteradas, que juntamente com a interacdo com a
membrana do intestino médio favorecem a germinacdo do esporo de B.
thuringiensis (DU; NICKERSON, 1996; BRAVO et al., 2007).

1.4 Os genes cry

As proteinas Cry sado codificadas por genes cry que se localizam,
principalmente em plasmideos, preferencialmente em plasmideos conjugativos
(ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BOAS, 2002) e, com menor frequéncia no
cromossomo bacteriano (VILAS-BOAS et al., 2007; ROH et al., 2009). Uma
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linhagem de B. thuringiensis pode conter uma ou varias copias de um mesmo
gene cry ou diferentes cry responsaveis pela sintese de diferentes proteinas
Cry que compdem um mesmo cristal (LERECLUS et al.,, 1993; ARANTES;
VILAS-BOAS; VILAS-BOAS, 2002). A preferéncia destes genes por plasmideos
conjugativos, somada a associacdo com sequéncias de insercao e transposons
(Mahillon et al.,, 1994), pode justificar a diversidade destes genes e as
diferentes combinacdes deles resultando em cristais proteicos com diferentes
tipos de proteinas Cry e, consequentemente, em diferentes linhagens de Bt
com perfil de toxicidade distintos (ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BOAS
2002; PEREZ, 2004; PIGOTT; ELLAR, 2007).

Os genes cry possuem elevados niveis de expressdo. Em partes, esta
caracteristica pode ser explicada devido a alta estabilidade do mRNA, que possui
em média meia-vida de 10 min, ao menos 5 vezes maior do que a maioria dos
MRNA bacterianos (GLATRON; RAPOPORT, 1972). A presenca de um
terminador transcricional com sequéncias repetidas e orientacdo palindrdmica
situado na extremidade 3’ do mRNA pode atuar como um retro-regulador positivo,
protegendo o mMRNA da degradacdo por exonucleases, aumentando assim a
meia-vida das transcricbes (WONG; CHANG, 1986). Além disso, a andlise da
expressao do gene cry3A de B. thuringiensis, revelou que a interacdo de uma
sequéncia consenso Shine-Delgarno (SD) ndo transcrita com a extremidade 5’ do
mRNA também é fator que pode influenciar na estabilidade da molécula
(AGAISSE; LERECLUS, 1995).

A classificacdo dos genes cry também pode ser determinada de acordo
com os mecanismos de regulacdo transcricional que os controlam: aqueles, nos
quais a expressao é controlada por fatores sigmas (o) especificos de esporulacao
oX e/ou of, denominados genes cry dependentes de esporulagdo e aqueles nos
quais a expressdo dos genes ocorre sob o controle do fator o, durante a fase
vegetativa, intitulados de genes cry independentes de esporulacdo (AGAISSE;
LERECLUS, 1995; YANG et al., 2012). Outros fatores ainda podem contribuir para
a regulacéo transcricional da expressao dos genes cry, como as proteinas PDH
E2*) e SpoOA (DENG et al., 2014).

O controle da expressao dos genes crylA, crylC e crylD é caracterizado
pela presenca de dois promotores que se sobrepdem garantindo uma taxa

constante de transcricdo durante o periodo de esporulacdo. A subunidade da
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proteina PDH E2®) é responsavel por vincular regiées de DNA a montante dos
promotores destes trés genes. Porém, a presenca de trés sitios de ligacédo
proximos, no gene crylA, ndo encontrados no gene crylC, sugere que ocorra
maior afinidade do oligdmero E2 para crylA, diferenciando os mecanismos de
expressao génica entre estes (WALTER; ARONSON, 1999). Além disso, apesar
da regulacdo do gene crylA ser prioritariamente, dependente de esporulacéo, foi
demonstrado que a sua transcricdo também pode ser regulada, em niveis baixos,
pela proteina SpoOA durante as fases exponenciais e de transicdo (YANG et al.,
2012).

1.4.1 Genes cry dependentes de esporulacao

O ciclo de vida de B. thuringiensis pode ser dividido em quatro estagios:
estagio |, de crescimento vegetativo; estagio ll, transicdo para a esporulacao;
estagio lll, de esporulacédo e estagio 1V, no qual ocorre a maturacdo do esporo e
lise celular (HILBERT; PIGGOT, 2004). As proteinas codificadas por genes cry
dependentes de esporulacdo comegam a ser sintetizadas no inicio do estagio Il e
sé@o acumuladas na célula-méae até a fase IV (RIBIER; LECADET, 1973).

Estudos relacionados ao processo de esporulacdo da espécie de B.
subtilis, demonstram que este é regulado temporariamente e espacialmente por
um conjunto de fatores o da RNA polimerase (PIGGOT; HILBERT, 2004). Os
fatores o” e o atuam na célula pré-divisional, antes da formacédo do septo que
compacta o pré-esporo, oF e oX atuam na célula-mée e o™ e o® sdo ativos no pré-
esporo (WANG et al., 2013). Como os fatores o que controlam o mecanismo de
esporulacédo em B. thuringiensis apresentam similaridade funcional aos presentes
na espécie B. subtilis, € assumido que o mesmo processo de esporulacdo ocorre
em ambas as espécies (DRIKS, 2002; WANG et al., 2013).

O desenvolvimento da esporulacéo € controlado por sucessivas ativacoes
de fatores que se ligam a RNA polimerase para direcionar a transcricao
determinando quais promotores especificos da esporulacdo serdo reconhecidos
(MORAN, 1993; AGAISSE; LERECLUS, 1995; SCHNEPF et al.,, 1998). O
processo de diferenciacdo celular € regulado de maneira temporal e a nivel
transcricional, devido a ativagdo do fator o” durante a fase vegetativa e de cinco

outros fatores (o", o, oF, 0®, oX) regulados de forma temporal durante a fase de
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esporulacéo (RIBIER; LECADET, 1973; AGAISSE; LERECLUS, 1995). A ativacéo
constante dos fatores of e oK nas células mae garante a transcricdo continua e
intensa dos genes cry (DENG et al., 2014).

A regulacdo da expressao do gene crylAa de B. thuringiensis € um tipico
exemplo de genes que dependem da esporulacdo para serem expressos
(AGAISSE; LERECLUS, 1995). A sua transcricdo é controlada sequencialmente,
durante a esporulacao, por dois promotores sobrepostos, Btl e Btll (BRAVO et al.,
1996). Os promotores Btl e Btll sdo direcionados pelos fatores sigma 0% e 0%,
respectivamente, que apresentam homologia com os fatores sigma oF e oX de B.
subtilis (BRAVO et al., 1996). Btl é ativo na fase de esporulacdo entre T2 e Te (Tn
indica o nUmero de horas apés o final da fase exponencial) e Btll é ativo de T5 em
diante (SCHNEPF et al., 1998).

Entre os genes dependente de esporulacdo, como crylAa, nos quais a
transcricao € direcionada por dois fatores sigma, ha aqueles em que a regulacdo
da transcricdo génica é controlada por apenas um fator. Como os genes cryl5A e
cry2 que sdo regidos pela presenga do fator o (WIDNER; WHITELEY, 1989;
BROWN, 1993) sendo expressos por um periodo relativamente mais curto quando

comparado com os demais genes cry (ARONSON, 2002).

1.4.2 Genes cry ndo-dependentes de esporulagéo

O gene cry3Aa, presente em B. thuringiensis subsp tenebriones, que
codifica a proteina Cry3Aa toxica para coledpteros tem a fase vegetativa da
bactéria como fator determinante da expressdo génica (Deng et al., 2014). Mas
também pode apresentar expressdo em menores concentragbes na fase
estacionaria (SEKAR et al., 1987; SCHNEPF et al., 1998). A expressado do gene
cry3Aa é dependente do fator sigma o”, que atua na célula pré-divisional, e nédo é
influenciado pelos fatores de esporulagéo. Além disso, é provavel que exista um
evento repressor da expressdo deste gene em fases mais avancadas da
esporulagéo (AGAISSE; LERECLUS, 1994).

De acordo com Zhou e colaboradores (2014), a sequéncia STAB-SD que
estabiliza o complexo de transcricdo do gene cry3 tem sido utilizada para melhorar
os rendimentos das proteinas Cry. Neste caso, a combinacdo de promotores do

gene cytlA com a sequéncia estabilizadora do mRNA STAB-SD de cry3A, pode
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aumentar as expressdes dos genes cry2A e cryllA, dependendo da proteina
especifica produzida (PARK et al., 1999). Em comparacdo com as linhagens
selvagens, observou-se que a producdo da proteina Cry2A aumentou,
praticamente cinco vezes enquanto a proteina Cryl1A apresentou aumento de
apenas 1,3 vezes (PARK et al., 1999).

Além disso, vetores construidos com base no promotor do gene cry3A
tém sido utilizados para expressar genes cry e produzir estirpes geneticamente
modificadas (ZHOU et al., 2014). Em estudo realizado por Géarcia-Gomez et al.
(2013), foi demonstrado que as proteinas CrylAbMod e CrylAcMod (versdes
modificadas de proteinas Cry, que apresentam melhores resultados no
processo de oligomerizacdo em lepidépteros) podem ser produzidas de forma
eficaz em B. thuringiensis sob a regulacao da regido promotora do gene cry3A.

Os genes cry4Aa, cry4Ba e cryllAa em B. thuringiensis sdo expressos,
principalmente, durante a fase de esporulacdo. Entretanto, a transcricdo destes
genes foi detectada em pequenas propor¢cdes durante a fase de transicdo da
célula-méde comecando em T-2 e seguindo até o inicio da esporulacdo. Esta
expressdo pode ser regulada devido a interagdo do fator o' e da proteina
Spo0A, no qual a presenca do fator o' ativa a expressdo dos genes, durante a
fase de transicdo, enquanto SpoOA reprime o processo quando as células
iniciam a esporulacdo (PONCET et al., 1997).

Uma outra caracteristica que difere os genes dependentes de
esporulacdo dos independentes de esporulacdo é evidenciada na linhagem
LM1212. Esta estirpe pode apresentar populagdes que possuem diferenciacao
entre as células produtoras de cristais e as células formadoras de esporos, de
modo que, os cristais sdo produzidos por uma subpopulacdo de células que
nao esporulam. Estudos sobre a expressdo dos genes cry de LM1212
revelaram que estes sdo expressos continuamente por varias horas e que 0s
promotores que ativam 0s genes cry, no final da fase exponencial, ndo sdo
controlados pelos fatores ofF e oX, indicando que existe outro mecanismo de

regulacdo génica (DENG et al. 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Caracterizar e clonar o conjunto dos genes cry presentes na linhagem
BR58 de B. thuringiensis que se demonstrou entomopatogénica para larvas da

broca-do-café.

2.2. Objetivos especificos

e Promover a amplificacdo da sequéncia completa de cada um
dos genes cry preditos para a linhagem BR 58;

e Clonar individualmente os genes cry presentes nesta linhagem;

e Avaliar a expressédo individual de cada gene em linhagens
acristalifera de B. thuringiensis.
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CAPITULO 1: Clonagem e caracterizacéo dos genes cry de Bacillus
thuringiensis BR58 entomopatogénica para larvas de Hypothenemus
hampei, broca-do-cafée.

ALTRAO, Carla Suzuki®; VILAS-BOAS, G.TLVILAS-BOAS, L.AL

Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Londrina, Centro
de Ciéncias Bioldgicas, Campus Universitario, Rodovia Celso Garcia Cid, PR
445 Km 380, 86057-970, Londrina-PR, Brasil.

RESUMO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coledptera:
Curculinoide: Scolytinae), € considerada uma das pragas de maior risco
fitossanitario de importancia econémica para a cultura do café. A utilizacdo de
agentes sintéticos tem sido questionada por apresentarem componentes que
podem causar problemas como a contaminacdo ambiental e humana além de
incrementar os custos de producdo. Uma saida para a diminuicdo da sua
utilizacéo é a substituicdo por agentes de controle bioldgico. Recentemente, foi
demonstrado que o isolado Bacillus thuringiensis BR58, contém o0s genes
cry4A, cry4B, cryl0A, cryllA, cry60A e cry60B, apresenta atividade inseticida
para H. hampei. No presente trabalho objetivou-se caracterizar e clonar os
genes cry encontrados na linhagem B. thuringiensis BR58. Para tanto, as
sequéncias foram submetidas ao alinhamento pela ferramenta BLAST e
avaliadas para a confirmacdo das regides promotoras e das ORFs pelas
ferramentas online BPROM e ORFfinder. Em seguida, foram construidos
iniciadores especificos contendo os sitios de enzimas de restricdo BamHl,
Hindlll e Sall, dependendo da estratégia de clonagem adotada para cada gene.
Dos seis genes cry preditos, cinco foram clonados individualmente no vetor
pHT315-PxylA e transformados na linhagem acristalifera de B. thuringiensis
407.1. Até o momento, as proteinas cry60A e cry60B foram expressas e
tiveram o perfil proteico avaliado em SDS-PAGE. Novas etapas de
transformacdo nas linhagens de Escherichia coli e B. thuringiensis estao
previstas para os demais genes como perspectivas de continuidade deste
projeto.

Palavras chave: Coleoptera, praga, controle bioldgico.
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INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira, destaca-se mundialmente por ter a maior
producdo e exportacdo de graos de Coffea arabica L. e Coffea canephora
Pierre ex Froehner (MAPA, 2016) com produtividade de 44.774,3 milhdes de
sacas de 60 kg, de café beneficiado, para a safra de 2017 (CONAB, 2017).

Entretanto, os cafezais sdo ambientes sujeitos a constantes
problemas relacionados a fitossanidade como a acdo de insetos, &caros e
plantas daninhas (FERREIRA; LEITE; LASMAR, 2012). A broca-do-café,
Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coledptera: Curculinoide:
Scolytinae), é considerada uma das pragas de maior risco fitossanitario e
importancia econémica na producdo desta cultura em praticamente todos o0s
paises produtores da América do Sul, Central e Norte, Africa e Asia (MAPA,
2016; ROMERO; CORTINA, 2007). Em revisao realizada por Oliveira et al.
(2013), foi demonstrado que os prejuizos econémicos causados pela broca
na producgao brasileira podem apresentar valores entre 215-358 milhdes de
ddlares por ano.

Atualmente, o controle desta praga € realizado, principalmente, por
produtos que contém o principio ativo de dois grupos registrados no pais
(Ciantraniliprole, Chlorantraniliprole + Abamectina) (MAPA, 2016).
Ciantraniprole é um inseticida do grupo das diamidas antranilicas
(antranilamida), desenvolvido por IE DuPont de Nemours and Company, Inc.
gue possuem menor toxicidade a organismos nao alvos (SOUZA et al.,
2012). Como o método de controle mais utilizado em grandes monoculturas
seja por meio de inseticidas sintéticos, estes podem causar problemas como
a contaminacao ambiental, humana e de outros organismos.

Uma saida para a redugdo da utilizacdo dos agentes sintéticos é a
substituicdo por agentes de controle biolégico. Segundo Vilas-Bbas e
colaboradores (2007), a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
(Bt) tem se mostrado como controlador efetivo devido seu poder inseticida e
vem sendo utilizada ha mais de cinco décadas no controle biolégico de
diversos insetos-praga (POLANCZYK, 2004).

B. thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva que produz, em

concomitancia com o processo de esporulagdo, uma estrutura cristalina
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parasporal composta de proteinas denominadas Cry ou &-endotoxinas
(VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Essas proteinas possuem
atividade toxica altamente especifica, de modo que ndo causam danos a
insetos ndo alvo, a vertebrados e ao meio ambiente. Sdo produzidas em
forma de protoxinas, que ao serem ingeridas se ligam a receptores
especificos localizados na membrana das células epiteliais dos insetos. Esta
ligacdo promove o rompimento das células liberando o conteudo intestinal
na hemocele causando infeccdo generalizada e morte do inseto (VIDAL-
QUIST; CASTANERA; GONZALEZ-CABRERA, 2009; VILAS-BOAS;
PERUCA; ARANTES, 2007).

O mercado mundial de bioinseticidas no ano de 2015 foi avaliado em
3 bilhdes de ddlares, apresentando crescimento anual composto de mais de
15% desde o ano de 2009, no qual o faturamento rendeu 1,9 bilhdes de
ddlares. Segundo Olson (2015), cerca de 75% dos bioinseticidas produzidos
consistem em compostos baseados em B. thuringiensis e os valores obtidos
no mercado devem ultrapassar 4,5 bilh6es de délares até 2023.

Recentemente, Zorzetti e colaboradores (2015) demonstraram que o
isolado B. thuringiensis BR58, contém o0s genes cry4A, cry4B, crylOA,
cryl1A, cry60A, cry60B e apresenta importante atividade inseticida tanto
para Aedes aegypti (SANTOS et al., 2012) quanto para H. Hampei, no
entanto ndo se conhece ainda nao foi elucidado o papel de cada uma desta
proteinas no processo de patogénese frente aos insetos. Neste contexto,
com o presente trabalho objetiva-se a caracterizagao, clonagem e expressao
individual dos genes cry encontrados na linhagem B. thuringiensis BR58
visando a possibilidade da utilizacdo dos mesmos em novas aplicacbes

biotecnoldgicas frente as infestacdes causadas por H. hampei.

MATERIAL E METODOS
Linhagens de B. thuringiensis e Escherichia coli

Os genes cry (cry4A, cry4B, cryl0A, cryllA, cry60A e cry60B), que
ainda nao tiveram a sua atividade entomopatogéncia avaliada, fazem parte do
genotipo da linhagem BR58 de B. thuringiensis pertencente ao Banco de

Bactérias do Laboratério de Genética e Taxonomia de Microrganismos da
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Universidade Estadual de Londrina.

Para as primeiras etapas de transformacéo foram utilizadas as linhagens
de E. coli K-12 TG1 [F' traD36 proAB laclqZ AM15] supE thi-1 A(lac-proAB)
A(mcrB-hsdSM)5(rK- mK-) (Gibson, 1984) e ET12527 [F- dam13::Tn9 dcm-6
hsdM hsdR zjj-202::Tn10 recF143 galK2 galT22 ara-14 lacY1 xyl-5 leuB6 thil
tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1 glnV44] (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
gentilmente, cedidas pelo Doutor Didier Lereclus do Instituto INRA, na Francga.
A linhagem acristalifera de B. thuringiensis 407.1 foi utilizada na udltima etapa

para a expressao dos genes cry individualmente.
Extragcdo de DNA genémico

A linhagem de B. thuringiensis BR58 estocada em papel de filtro foi
imersa em 1 mL de &gua destilada esterilizada e brevemente agitada para
promover a suspensao dos esporos. Dessa suspensao, foram retirados 20 pL e
inoculados em placas de Petri contendo meio Nutrient Agar (NA) e cultivado por
96 h a 37 °C até a completa esporulagéo. As culturas foram monitoradas quanto
a presenca de cristais e possiveis contaminantes a partir da sua observacdo em
microscopio 6ptico com aumento de 100x. A partir desta cultura, com o auxilio de
um palito esterilizado, trés coldnias foram transferidas para 10 mL de meio Luria-
Bertami (LB) e cultivadas por 16 h a 37 °C. Posteriormente, estas foram
utilizadas no processo de extracdo de DNA gendmico.

Amostras de DNA gendmico da linhagem BR58 de B. thuringiensis foram
extraidas com o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA)
seguindo as recomendacdes do fabricante. A qualidade das amostras foi
verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com SYBR

Safe e quantificadas por espectrofotometria por NanoDrop (Thermo Scientific).

Amplificacdo dos genes cry

A amplificagdo dos genes de interesse foi realizada por método de PCR
utilizando iniciadores especificos, desenvolvidos a partir do genoma da linhagem
BR58 depositada no banco de dados do NCBI (acesso LIITO1000231.1)
(ZORZETTI et al., 2015). Com o auxilio do programa Mega6 (TAMURA et al.,
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2013) as sequéncias dos genes cry foram alinhadas com outras sequéncias dos
respectivos genes depositados no banco de dados do NCBI para avaliar a
similaridade entre as mesmas. Em funcdo da estratégia de clonagem, os
iniciadores para o0s genes cry4A, cry4B, cryllA, cry60A e cry60B foram
construidos incluindo sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Hindlll e, o
gene cryl0A, com as enzimas BamHI e Sphl. A confirmacdo das regides
promotoras e das Orfs das sequéncias foi realizada com a utilizagdo das
ferramentas de software Softberry (www.softberry.com/) e Orfinder
(www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/).

Para a amplificacdo dos genes cry foi preparada uma reacdo de PCR
com volume total de 50 pL contendo: 1 U de Taq Dna High Fidelity (Invitrogen,
Brasil), 5 pL de tampéao 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM de KCI), 2 pL
MgSOa4 2,0 mM, 1 pL de dNTP 10 mM, 1 yL de cada iniciador 10 pM, 2,0 pL de
DNA genbmico e 38,8 uL de agua Milli-Q esterilizada. O ciclo utilizado foi
planejado de acordo com o numero de pares de base, conteudo de GC e em
funcdo do numero de pares de base de cada iniciador e do produto de
amplificacdo esperado (Tabela 1).

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampéo SB (NaOH, HsBOs, H20 destilada), corado com
SYBR Safe (Invitrogen) e visualizados em fotodocumentador L.PIX EX. O
tamanho dos fragmentos foi verificado comparando-se ao marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Para clonagem, estes foram
purificados utilizando-se Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek), quantificados por
NanoDrop (Thermo Scientific) e armazenados a -20 °C.
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Tabela 1 - Genes cry da linhagem de B. thuringiensis BR58, iniciadores utilizados neste trabalho, sequéncia dos iniciadores
contendo os sitios das enzimas de restricdo, parametros de amplificacdo e tamanho do fragmento amplificado com os
oligonucleotideos especificos. Todas as reacdes tiveram um passo inicial de desnaturacéo a 94 °C por 2 min. Sitios enzimaticos
em negrito e sublinhados.

(pb)

1485

2640

1950

2043

924

Genes Iniciadores Sequéncia Ciclos Desnaturagdo Pareamento Extensdo Produto
crydA  crydARBS 5 CGCGGATCCAGCGAGAAAGGTCGTGAACCCTATG 2min,
e 5 CCCAAGCTTTTACTCGTTCATGCAAATTAA 35 15s, 94 °C 30s, 55 °C 72°C
cry4AR
crydB  crydBRBS 5 CGCGGATCCGAATATGGGAGGAATAAATATG 3min,
e 5 CCCAAGCTTCATTTGTATCTAATGCCCCTG 35 15s, 94 °C 30s, 55 °C 72°C
cry4BR
cryllA cryllARBS 5 CGCGGATCCAAAGGTGGAATGAATTATATG 2min,
e 5 CCCAAGCTTCTACTTTAGTAACGGATTAA 35 15s, 94 °C 30s, 55 °C 72°C
cryl1AR
crylOA cryl0ARBS 5 CGCGGATCCAGTTATGGGAGGAATAGATATG 2min30s,
e 5 CGGCATGCTTAATTAACAAATAAATCATTC 35 15s, 94 °C 30s, 48 °C 72°C
cryl0AR
cry60A cry60ARBS 5 CGCGGATCCTGCGAGGGGGAATATCTTTATGG 1min,
e 5 CCCAAGCTTTTACTCAACTAGCCTCACAGG 35 15s, 94 °C 30s, 55 °C 72°C
cry60AR
cry60B cry60BRBS 5 CGCGGATCCAGGGAGGCATTTTAATGACAATT 1min,
e 5 CCCAAGCTTTTAAGATCTATCACAATATGG 35 15s, 94 °C 30s, 50 °C 72°C

cry60BR

972
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Recombinacdo dos genes cry em vetor plasmidial pHT315xylA

Os produtos da amplificacdo dos genes cry4A, cry4dB, cry 10A,
cryl1lA, cry60A e cry60B foram purificados e digeridos com as enzimas
BamHI, Hindlll e SpHI de acordo com a sequéncia dos sitios de restricao
utilizadas na constru¢cdo dos oligonucleotideos. Em seguida, estes foram
purificados utilizando-se Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek), quantificados por
NanoDrop (Thermo Scientific) e posteriormente, inseridos no vetor
plasmidial pHT315xylA, derivado do vetor pHT315 (Figura 10) (ARANTES &
LERECLUS, 1991).

Figura 10 - Esquema linear do mapa do plasmideo pHT315xylA. Erm — gene
de resisténcia a eritromicina; Amp — gene de resisténcia a Ampicilina;
Posicao das enzimas de restricdo Hindlll, SpHI e BamHI.

Hindlll
sPHI
BamHl|
I T 1 — I T I
2000 4000 G000 2000
(Em,> =
ATG xyla |
- 35 xvlA
PHT315xyl
8079 pb

Fonte: Proprio autor

A reacdo de ligacao foi preparada com um volume final de 20 pL
contendo: 1 pL de ligase T4 (Invitrogen), 2 pL de tampao 5X (10 mM Tris-
HCI pH 7,5, 50 mM KCI, 1mM DTT, 50% (v/v) glicerol) e 1 pL vetor
pHT315PxylA. O volume da solugéo contendo o inserto foi calculado com o
auxilio da ferramenta Nebiocalculator (www. nebiocalculator.neb.com/) na
proporcdo de 3:1 (vetor/inserto) de acordo com a concentracdo de cada
produto de PCR e completada com agua Milli-Q esterilizada. As solucbes

foram incubadas a 37°C por uma hora e armazenadas a -20°C até o
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momento de uso. O esquema da construcdo do plasmideo pHT315PxylA
esta representado na (Figura 11). Os vetores resultantes foram utilizados
para a transformacéo de células competentes de E. coli (TG1 e ET12527) e

B. thuringiensis 407.1.

Figura 11 - Representacdo da estratégia de amplificacdo e clonagem do
gene cry. A primeira etapa consiste na amplificagdo do gene cry com o0s
oligonucleotideos cry4ARBS e cry4R resultando o fragmento correspondente
ao gene cry. A segunda fase engloba a reacdo de restricdo do vetor
pHT315xyl e do produto de amplificacdo do gene cry com as enzimas de
restricdo BamHI e Hindlll. A terceira fase, envolve a reacédo de ligacdo do
fragmento contento o gene cry no vetor pHT315PxyllA utilizado no processo
de transformacdo das células E. coli (TG1 e ET 12527) e B. thuringiensis
407.1. Para todos os genes, foram aplicadas as mesmas estratégias de
amplificacdo e clonagem, com alteragdo somente das enzimas de restrigao
utilizadas.

cry RBS
S eeewy
—
Produto da P eryR
Sequencia
PCR DNA B.
BR3E
_ 1511 ph ————

— 1 I : 1 1
Digestdao do I 1
posmidcoc | | .

do produto de Sitio | Sitio Sitio | Gene cry I 5itio

PCR dos de | . de de | ' de

genes cry BamHi Hindlil BamHI Hindil
BamHI
Recombinagio do
fragmento com o
gene cry em vetor
pPHT315xyf
Hindill

Fonte: Proprio autor

Transformacéo de células competentes E. coli (TG1 e ET12527)

Para a producdo das células competentes, utilizadas nas primeiras

etapas de clonagem, as linhagens de E. coli (TGl e ET12527) foram
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cultivadas até densidade 6ptica (D.O) entre 0,4 e 0,6, em 10 mL de meio LB
(Luria-Bertani) a 37°C sob agitacdo (180 rpm), imersas em gelo por 2
minutos e centrifugadas a 6000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de TSS (LB, 10% PEG
3350, 5% DMSO, 20 mM MgSO4), estocadas em aliquotas de 100 pL e
armazenadas a -20°C até o momento de uso.

Na primeira etapa de clonagem, os fragmentos correspondentes a
ORF dos genes cry foram recombinados no vetor pHT315PxyllA e
transformados via choque térmico nas células E. coli TG1, utilizada como
hospedeira para a replicacdo dos plasmideos (SAMBROOK et al., 2001). A
primeira etapa de clonagem é considerada mais critica pois a bactéria deve
adquirir um plasmideo do meio e replica-lo eficientemente. Neste sentido, a
escolha de uma bactéria que apresente niveis de replicacdo melhores € um
fator limitante para a eficiéncia da transformacdo. A vista deste motivo,
optou-se por utilizar a linhagem E. coli TG1 (MACALUSO E METTUS, 1991).

Para cada experimento de transformacédo foi preparada uma solugao
contendo 20 pL de KCM 5X (0,5 M KClI, 0,15 M CacClz, 0, 25 M MgCl2), 20 pL
de produto de ligacdo e 60 pL de agua milli-Q esterilizada. O volume de 100
pL final foi homogeneizado com 100 pL de suspensdao de células
competentes, mantido no gelo por 20 min e submetido a choque térmico a
37°C por 5 min. Decorrido os 5 min foram adicionados 800 pL de meio LB,
seguido de incubacdo a 40 rpm por 60 min. Apds 60 min, as células foram
centrifugadas a 6.000 rpm por 3 min, ressuspendidas em 100 uL de meio
LB liguido e inoculadas em meio LB solido suplementado com 100 pg/mL do
antibiético ampicilina, para promover a selecdo das bactérias contento o
plasmideo sendo entdo incubadas overnight a 37°C.

As colbnias selecionadas foram inoculadas em 4 mL de meio LB,
contendo 100 pg/mL de ampicilina e incubadas por 16 horas a 37°C sob
agitacdo (180 rpm). ApoOs este periodo, o DNA plasmidial foi extraido
utilizando-se innuPREP Plasmid Mini Kit Plus (Analytik Jena), quantificados
por NanoDrop (Thermo Scientific) e estocados a -20°C.

Visando comprovar se as células selecionadas continham o
plasmideo com o gene de interesse, foram preparadas reacdes de PCR e
restricdo enzimatica para todas as solugcdes de DNA plasmidial. Para as
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reacbes de PCR utilizando o oligonucleotideo especifico para o vetor
pHT315PxylA (PR — AGCGGATAACAATTTCACACAGGA e xylA -
GGGGGAAATCACATGGCTCAATC) com um volume total de 20 pL
contendo: 1 U de Taq Dna polimerase (Invitrogen, Brasil), 1 uL de MgCl2
50mM, 2 pL de tampé&o 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1,5 pL
de cada iniciador 10 uM, 0,5 pL de DNA plasmidial e agua ultrapura
esterilizada para o volume final. O ciclo utilizado foi constituido por
desnaturacao inicial a 94°C/5 min, seguido de 35 ciclos (94 °C por 30s, 55
°C por 30s e 72 °C por 30s) e extenséo final de 72 °C por 5 minutos. As
solucbes de restricdo foram preparadas com as enzimas de acordo com o
sitio de restricdo inserido e submetidas a 37°C por 1 hora; avaliados por
eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampao SB (NaOH, H3BOs, H20
destilada); corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizadas em
transiluminador de luz ultravioleta utilizando como parametro o marcador de
peso molecular 1Kb DNA plus ladder (Life Technologies).

Embora a transformacéo inicial em linhagem TG1 seja mais eficiente,
esta estirpe metila o DNA plasmidial tornando a transformacdo em B.
thuringiensis menos eficaz (MACALUSO E METTUS, 1991). Desta maneira,
para a obtencdo de um DNA n&o metilado, o DNA plasmidial obtido da
linhagem TG1 foi submetido a uma segunda etapa de transformacdo com a
linhagem E. coli ET12527 (Stratagene, La Jolla, CA, USA) com a utilizacao

do mesmo método aplicado em E. coli TG1.

Sequenciamento de DNA e analise in silico das sequéncias

O sequenciamento foi feito a partir do DNA plasmidial obtido das
células transformadas de E. coli TGl com o kit de sequenciamento
“‘BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits” (Applied Biosystems)
utilizando o oligonucleotideo especifico para o vetor pHT315PxylA (PR -
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA e XylA -
GGGGGAAATCACATGGCTCAATC) no seguenciador automatico ABI
PRISM™ 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A qualidade do
sequenciamento foi confirmada pela analise dos cromatogramas no

programa Sequencher v.5.0 (GeneCodes Inc., Ann Arbor, MI, USA).
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As sequéncias obtidas foram comparadas as depositadas no banco
de dados do GeneBank por BLASTN e BLASTX
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para as analises da sequéncia de
aminoacidos quanto a confirmacao do quadro de leitura aberta foi utilizado a
ferramenta ORFFinder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Transferéncia das constru¢cdes contendo genes cry para B.

thuringiensis

Para producédo de células competentes, a linhagem B. thuringiensis 407.1
foi cultivada em meio BHI (Brain Heart Infusion) até densidade optica (D.O)
entre 4 e 6 a 37°C sob agitacdo a 180 rpm, sendo recuperadas por
centrifugacgéo por 10 min, 4°C em 6.000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e as células lavadas por trés vezes com agua ultrapura a 4°C visando a para
retirada do excesso de sais. ApOs as lavagens, as células foram
ressuspendidas em 800 pL de solugcdo PEG 6000 40%, aliquotadas em 300
pUL e armazenadas a -20°C até o momento de uso.

Os vetores pHT315PxylA foram transformados na linhagem B.
thuringiensis 407.1 para avaliacdo da expressao individual de cada gene cry
clonado pelo método de eletroporacdo (Lereclus, 1989). Para tanto, 15 pL
da solucdo de DNA plasmidial, extraidos das células E. coli 12527 foram
transferidos para cubetas 10mm 2 mL. Em seguida, foi acrescido 300 uL das
células competentes 407.1 e a solucdo submetida a eletroporacédo (2,5 KV,
1000 Q de resisténcia e capacidade de 25 pF e constante de tempo entre 10
e 20 ms), utilizando Eppendorf® Electroporator 2510. A solucdo foi
homogeneizada com 2 mL de meio LB liquido (ndo suplementado com
antibiético) submetida a agitacdo a 40 rpm a 37°C por 60 min e centrifugada
por 3 min a 6.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 100 puL de meio LB liquido. A suspensdo de células
obtidas foi inoculada em meio LB solido suplementado com 10 pg/mL do
antibiético eritromicina, para promover a selecdo das bactérias contendo o
plasmideo, sendo incubadas overnight a 37°C.

Apoés a incubacgado, algumas colonias obtidas foram selecionadas e

inoculadas em 4 mL de meio LB liquido suplementado com o antibiotico
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eritromicina a 50 mg/uL e cultivadas overnight a 37°C, sob agitacdo a 175
rom. ApOs este periodo, a cultura foi utilizada para a extracdo do DNA
plasmidial utilizando-se innuPREP Plasmid Mini Kit Plus (Analytik Jena). O
DNA obtido foi quantificado por NanoDrop (Thermo Scientific) e estocado a -
20°C.

Todos os DNA plasmidiais extraidos foram avaliados por amplificacéo
e restricdo enzimatica com os mesmos padrfes e métodos aplicados para
as células transformadas de E. coli (TG1 e ET12527).

Producao de esporos/cristais

Os clones contendo 0s genes de interesse foram selecionados para a
verificacdo da producdo de esporos/cristais. Neste caso, uma colénia de
407 transformada foi inoculada em 4 mL de meio HCT (Lecadet et al., 1980)
liquido suplementado com o antibidtico eritromicina a 50 mg/pL e cultivadas
overnight a 30°C, sob agitacdo de a 175 rpm. ApGs este periodo, 300 pL
deste pré-inéculo foram inoculados em 30 mL de meio liquido HCT e
cultivados até D.O 0,7 a 30°C sob agitacdo a 175 rpm. A solucédo foram
adicionados 300 pL de xilose 2M para inducdo da producdo dos cristais
concomitantemente a esporulacdo e a cultura foi novamente incubada a
30°C sob agitacdo a 175 rpm por aproximadamente 16h. Também foram
preparadas culturas ndo induzidas por xilose, em 30 mL de meio liquido
HCT contendo células da BR58 como controle positivo da expressdo dos
genes e da 407.1 selvagem e dos clones confirmados como controle
negativo.

Laminas da cultura liquida foram preparadas e coradas de acordo
com método de Smirnoff (1962) utilizando solu¢des de amido black e fucsina
e visualizadas em microscopio Optico para a observacao das células durante

0 processo de esporulacéo e verificagdo da producdo dos cristais.

Analise das proteinas Cry através de SDS-PAGE

Para a analise das proteinas em gel SD-PAGE, primeiramente, foi

preparado um pré-indculo contento 4 mL de meio HCT suplementado com
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eritromicina contendo trés colénias da estirpe recombinante. Este pré-
in6culo foi submetido a agitacdo a 100 rpm a 30°C por 16 horas. Passado
este periodo, 300 pL do pré-indculo foram transferidos para 30 mL de meio
liquido HCT, nédo suplementado com antibidtico, e incubados a 30°C sob
agitacdo a 100 rpm até D.O 0,7.

A esta cultura, foram adicionados 300 pL de xilose para promover a
inducdo da expressdo do gene e a solucao foi, novamente, incubada a 30°C
sob agitacdo a 100 rpm até completa esporulacdo (aproximadamente 96
horas). Ap6s a comprovacdo da esporulagdo por visualizagdo em
microscopio O6ptico as solucdes de esporo/cristal foram submetidas ao
procedimento de caracterizacdo das proteinas produzidas de acordo com o
protocolo descrito por Lecadet et al. (1992).

Cerca de 1,5 mL de cada cultura foram transferidos para tubos de
microcentrifuga de 2 mL e submetidos a centrifugacdo a 12.000 x g por 20
min. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos
lavados com 1,5 mL de solucdo de NaCl 0,5 M, submetidos a nova
centrifugacdo e o0s sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram
lavados a uma temperatura de 4°C em agua esterilizada contendo 1 mM do
inibidor de protease fluoreto de fenilmetil sulfonilo (PMSF), centrifugados a
12.000 x g por 20 min e o sobrenadante foi descartado. Apds o descarte dos
sobrenadantes, a massa de esporo-cristal obtida foi ressuspendida em
PMSF 1 mM e armazenados a -20 C.

A solucdo de esporo-cristal foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante, contendo dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE
10%) em tampé&o tris-glicina a fim de analisar a massa molecular e a
integridade das proteinas produzidas (LAEMMLI, 1970). Foram solubilizadas
15 uL das preparagdes de esporos-cristais, armazenadas a -20 °C em 25 pL
de agua destilada e tratadas por 10 min a 100 °C. Em seguida, 25 uL da
solucdo de carga foram adicionados ao preparado e 15 pL de esporos-
cristais foram aplicados no gel. A eletroforese foi realizada sob voltagem de
30 mA por 3 horas. O gel foi corado, por 20 minutos, em solugao contento
acido acético (98%), alcool metilico (98%) e comassie blue. Em seguida,

submerso em solucdo descorante (agua destilada, etanol absoluto e acido
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acético na proporcao de 6:2:1, respectivamente) por 20 minutos, seguido de
24 horas em agua destilada.
O tamanho dos fragmentos esperados foi verificado comparando-se

ao marcador de proteina, Precision Plus Kaleidoscope, 10-250kD (Bio-Rad).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clonagem em E. coli TG1 e ET12527 e analise do sequenciamento

Os resultados para as reacfes de amplificacdo a partir do DNA
gendmico da linhagem de B. thuringiensis BR58, mostraram produtos de PCR
com 1498, 2460, 2043, 1950, 924 e 972 pares de bases para 0s genes cry4A,
cry4B, cryl0A, cryllA, cry60A e cry60B, respectivamente, e que estdo em
acordo com as sequéncias preditas para esse genoma e depositadas no
Genbank (nimero de acesso LIITO0000000) (ZORZETTI et al., 2015).

Os genes cry4A, cry4B, cryllA e crylOA, produzem as toxinas Cry4A,
Cry4B, CryllA e CrylOA respectivamente, as quais foram anteriormente
relatadas com atividade entomopatogénica especificas para dipteros (INSELL;
FITZ-JAMES, 1985; DELECLUSE et al., 1993; DELECLUSE; ROSSO; RAGNI,
1995; IBARRA et al.,, 2003; JOUZANI; VALIJANIAN; SHARAFI, 2017).
Contudo, alguns trabalhos tém demonstrado que o espectro de acdo destas
proteinas pode ser ampliado para alguns lepidopteros (IGNOFFO et al., 1981;
VASSAL et al., 1993; SAYYED et al, 2001; DE SOUZA et al.,, 2009) e
coledpteros (MENDEZ-LOPEZ et al., 2003; MARTINS et al., 2007; ASOKAN;
SWAMY; THIMMEGOWDA; MAHMOOD, 2013). Os genes cry60A e cry60B
foram encontrados pela primeira vez, apds o sequenciamento do genoma de B.
thuringiensis subsp. israelenses ATCC 34646 (ANDERSON et al., 2005) e a
identificacdo e caracterizacdo da atividade das proteinas codificadas por estes
genes foram realizadas por Sun e colaboradores (2013), ao observarem
pequena atividade toxica para dipteros.

Dentre os seis genes cry preditos na BR58, cinco deles foram clonados
no plasmideo pHT315PxylA resultando na construcdo dos plasmideos
pHT315Pxylcry4A, pHT315Pxylcry4B, pHT315Pxylcryl1A, pHT315Pxylcry60A
e pHT315Pxylcry60B (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema circular dos vetores recombinantes. (A) vetor
pHT315xylcry4A. (B) vetor pHT315xylcry4B. (C) vetor pHT315xylcry60A. (D)
vetor pHT315xylcry60B. (E) vetor pHT315xylcryl1A. As setas em preto indicam
os sitios das enzimas de restricdo utilizadas no processo de recombinacdo
(BamHI e Hindlll). As setas em roxa indicam a posi¢ao e direcdo do promotor
de xilose e as setas em azul indicam a posicéo e direcdo dos genes cry. Genes

gue conferem resisténcia a ampicilina (Amp) e eritromicina (Erm) também estéo

representados na figura.
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Fonte: O préprio autor

Os plasmideos recombinantes, contendo 0s genes cry4A, cry4B, cry60A,
cry60B e cryllA foram transformados em E. coli TG1l, gerando os clones
TG1lpHT315PxyllAcry4A, TG1pHT315PxyllAcry4B, TG1 pHT315PxyllAcry60A,
TG1pHT315PxyllAcry60B e TG1pHT315PxyllAcryl1lA. A confirmagdo da
presenca dos vetores contendo os genes cry por reacdo de PCR com o0s

iniciadores vetoriais e por dupla digestdo com as enzimas BamHI e Hindlll é

demonstrada na Figura 13.
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Figura 13 - (A). Amplificacdo dos genes cry clonados em E. coli TG1. (1)
Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (2) gene cry4A (1498
pb). (3) perfil de amplificagcdo do gene cry4B (2460 pb). (4) gene cry60A (924
pb). (5) gene cry60B (972 pb). (6) gene cryl1A (1950 pb). (B) Confirmacéo dos
genes por dupla restricdo. As setas em branco indicam o tamanho do
fragmento esperado do gene e as setas em verde indicam o tamanho do
fragmento esperado do plasmideo. (7) Marcador de massa molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder. (8) perfil da dupla restricdo cry4A. (9), perfil da dupla restricao
cry4B. (10) perfil da dupla restricao cry60A. (11) perfil da dupla restricdo
cry60B. (12) perfil da dupla restricdo cryll1A.
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Fonte: prépri autor

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento do DNA plasmidial dos
transformantes TG1 pHT315PxyllAcry4A, TGl pHT315PxyllAcry4dB e TG1
pHT315PxyllAcry60B foram comparadas por Blastn e apresentaram 95% de
similaridade em comparacdo com o0s genes cry4A (numero de acesso
LIIT01000238.1), cry4B (nimero de acesso LIIT01000231.1) e cry60B (numero
de acesso LIIT01000228.1) respectivamente, TG1pHT315PxyllAcry60A
apresentou 94% de identidade em comparacao com o gene cry60A (nimero de
acesso LIIT01000228.1) e TG1pHT315PxyllAcryl1A apresentou 98% de
identidade em comparacdo com o0 gene cryllA (nimero de acesso
LIITO00204.1). Os resultados obtidos a partir do alinhamento das sequéncias
obtidas para os genes cry4A, cry4B, cry60A e cry60B estdo dispostos nos
anexos 1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente.

Os plasmideos recombinantes, contendo 0s genes cry4A, cry4B, cry60A,

cry60B e cryllA extraidos da linhagem TG1, foram transformados em E. coli
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ET, gerando os clones ETpHT315PxyllAcry4A, ETpHT315PxyllAcry4B, ET
pHT315PxyllIAcry60A, ET1pHT315PxyllAcry60B e ETpHT315PxyllAcryllA e
confirmados com os mesmos métodos aplicados aos clones em TG1 (Figura
14).

Figura 14 - (A). Amplificagdo dos genes cry clonados em E. coli ET. (1)
Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (2) gene cry4A (1498
pb). (3) perfil gene cry4B (2460 pb). (4) gene cry60A (924 pb). (5) gene cry60B
(972 pb). (6) gene cryllA (1950 pb). (B) Confirmacdo dos genes por dupla
restricdo. As setas em azul indicam o tamanho do fragmento do gene e as
setas em branco indicam o tamanho do fragmento do plasmideo. (7) Marcador
de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (8) perfil da dupla restricao cry4A.
(9), perfil da dupla digestdo cry4B. (10) perfil da dupla restricdo cry60A. (11)
perfil da dupla restricdo cry60B. (12) perfil da dupla restricdo cryll1A.

1 2 3 4 5 6
crydA crydB cry60A cry60B cryllA

8 9 10 11 12
crydA crydB cry60A cry60B cryllA

7

Fonte: proprio autor

A transformacdo dos plasmideos extraidos da linhagem ET em B.
thuringiensis 407.1 deram origem aos clones 407pHT315PxyllAcry4A,
407pHT315PxyllAcry4B, 407pHT315PxyllAcry60A, 407pHT315PxyllIAcry60B e
407pHT315PxyllAcryl1A (Figura 15).
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Figura 15 - (A). Amplificagéo dos genes cry clonados em B. thuringiensis 407.1.
(1) Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (2) gene cry4A (1498
pb). (3) gene cry4B (2460 pb). (4) gene cry60A (924 pb). (5) gene cry60B (972
pb). (6) cryllA (1950 pb). (B) Confirmacdo dos genes por dupla restricdo. As
setas em branco indicam o tamanho do fragmento esperado do gene e as
setas em azul indicam o tamanho do fragmento esperado do plasmideo. (7)
Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (8) perfil da dupla
restricdo cry4A. (9), perfil da dupla restricdo cry4B. (10) perfil da dupla restricdo
cry60A. (11) perfil da dupla restricdo cry60B. (12) perfil da dupla restricdo
cryllA.

1 B3 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
crydA  crydB cry60A cry60B cryllA crydA crydB cry60A cry60B cryllA

10

Fonte: Proprio autor

Expressao das proteinas Cry60A e Cry60B

As células recombinantes de B. thuringiensis 407.1 contendo os genes
cry60A e cry60B apresentaram esporulacdo normal em meio HCT (Figura 16).
Entretanto, ndo foi possivel verificar a formacdo de nenhuma inclusdo proteica

sob visualizagcdo em microscoépio Optico de luz em lente com aumento de 100x.
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Figura 16 - Microscopia Optica dos recombinantes de B. thuringiensis
produzindo esporos. (A) e (B), células recombinantes contendo o gene cry60A
e cry60B em fase de esporulacao, respectivamente. As setas indicam o esporo
se formando na regido paracentral da célula.

¥ B
: o . \-6 ot

A eletroforese em gel SDS-PAGE demonstrou que as células
recombinantes 407pHT315PxyllIAcry60A e 407pHT315PxyllAcry60B,
expressam um polipeptideo de 33 kDa e 35 kDa, respectivamente. Esta

!

Fonte: Proprio autor

proteina ndo foi visualizada nas linhagens 407.1 e 407pHT315PxyllAcry60B
nao induzidas por xilose, enquanto na estirpe 407pHT315PxyllAcry60A
observou-se pequena producéo das inclusbes, mesmo sem inducéo por xilose
(Figura 17).
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Figura 17. Analise da expressao das proteinas Cry60A e Cry60B pelas células
recombinantes 407pHT315PxyllAcry60A e 407pHT315PxyllAcry60B,
respectivamente, em eletroforese em gel SDS-PAGE 10%. A presend de
proteinas € indicada com as setas pretas, enquanto as setas brancas
representam a auséncia das mesmas. (1) marcador de massa molecular
Precision Plus Kaleidoscope, 10-250kD (Bio-Rad). (2) perfil proteico da
linhagem B. thuringiensis BR58. (3) perfil proteico da linhagem acristalifera de
B. thuringiensis  407.1. (4) perfil proteico do recombinante
407pHT315PxyllAcry60A, néo induzido por xilose (S/1). (5) perfil proteico do
recombinante 407pHT315PxyllAcry60A, induzido por xilose (I). (6) perfil
proteico do recombinante 407pHT315PxyllAcry60B, ndo induzido por xilose
(SM). (7) perfil proteico do recombinante 407pHT315PxyllAcry60B, induzido por
xilose (1).
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A expressao das proteinas pelos recombinantes cry60A e cry60B sao
similares as proteinas produzidas na linhagem selvagem de B. thuringiensis
BR58 e apresentam peso molecular semelhantes aos relatados por Sun et al.
(2013) ao estudarem os genes cry60A e cry60B presentes em B. thuringiensis
subsp. jegathesan. A producdo de polipeptideo pelo recombinante

407pHT315PxylAcry60A ndo induzido pode ser explicada por um possivel
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‘escape” no sistema de expressao génica, no qual a expressao génica ocorre
na auséncia do indutor, porém, em niveis baixos.

Em resumo, do total de seis genes cry anteriormente identificados na
linhagem BR58, cinco genes (cry4A, cry4B, cryllA, cry60A e cry60B) foram
clonados no vetor pHT315xylA. Os plasmideos recombinantes
(TG1pHT315PxyllAcry4A, TG1pHT315PxyllAcry4B, TG1 pHT315PxyllAcry60A,
TG1pHT315PxyllAcry60B e TG1lpHT315PxyllAcryl1A) obtidos foram ent&o
transformados em E. coli TG1 enquanto que em E. coli ET foram transformados
os plasmideos recombinantes ETpHT315PxyllAcry4A, ETpHT315PxyllAcry4B,
ET pHT315PxyllAcry60A, ET1pHT315PxyllAcry60B e ETpHT315PxyllAcryl1A.
Da mesma forma, na linhagem B. thuringiensis 407.1 foi possivel a
transformacao com 0 plasmideos 407pHT315PxyllAcry4A,
A07pHT315PxyllAcry4B, 407pHT315PxyllAcry60A, 4071pHT315PxyllAcry60B
e 407pHT315PxyllAcryl1A.



A tabela 2 indica as etapas realizadas dos experimentos do trabalho:

Tabela 2 - Os sinais de ( + ) indicam que a etapa ja estéa finalizada e os sinais de ( - ) apontam as etapas que ainda nao foram
realizadas e que estdo em fase de desenvolvimento. Todos os genes foram amplificados com os primers especificos, e sdo
indicados com um sinal de ( + ). Apenas o gene cryl0A néo foi clonado no vetor pHT315xyl e, portanto, ndo foi submentido aos
processos de transformacao, eletroforese em SDS-PAGE e Bioensaio. O gene cryl1A foi transformado em E. coli TG1 e esta em
fase de realizacdo para as etapas de transformacédo em ET e B. thuringiensis 407.1. Os genes cry4A e cry4B, foram clonados na

bactéria 407.1 e estdo em fase de andlise em SDS-PAGE e, posteriormente, serdo bioensaidos.

Etapas

Amplificacéo
Clonagem no vetor pHT315Pxyl
Transformacéo E. coli TG1
Transformacgéo E. coli ET
Transformagéo B. thuringiensis 407.1

Eletroforese em SDS-PAGE

cry4dA cry4B crylOA cryllA cry60A cry60B

+

+

+

+

+

Genes

+

+

+

+

+

+
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CONCLUSAO

Os iniciadores desenvolvidos nesse trabalho permitiram a amplificacado
dos seis genes cry anteriormente descritos para a linhagem BR58 de B.
thuringiensis e poderao ser utilizados posteriormente por outros autores para a
clonagem de genes cry de outras linhagens que apresentem 0S mesmos
genes.

Dois genes cry (60A e 60B) da linhagem BR58 passaram por todas as
etapas de clonagem e transformacdo previstas nesse trabalho e foram
transformados individualmente em células de B. thuringiensis 407.1, sendo
expressos nessa linhagem. Ensaios biolégicos com H. hampei poderéo
confirmar o potencial toxico desses genes frente a esta espécie.

Embora o sistema de expressédo génica dos genes cry60A e cry60B,
ainda néo tenha sido elucidado nao foi verificado a producdo de toxinas
durante a fase vegetativa das células transformadas em 407.1 sugerindo que o
mecanismo que controla a expressdo destes genes pode ser dependente de
esporulagéo.

Os demais genes cry da linhagem BR58 foram submetidos as etapas de
clonagem e transformacao em linhagens de E. coli, tendo sido possivel avancar
em diferentes niveis para diferentes genes. Para a maioria desses genes faltam
poucas etapas para a obtencdo de clones de B. thuringiensis 407.1
transformados individualmente com 0S mesmos, 0 que ira permitir,
posteriormente, a realizacdo de ensaios bioldgicos com H. hampei.

O Uanico gene cry que ndo pode ser clonado no vetor pht315pxyl (cry10)
ja teve atividade bioinseticida demonstrada frente a larvas de coledptero
Anthonimus grandi (Martins, 2009), podendo este também apresentar atividade
entomatogénica para H. hampei. O conjunto de resultados de bioensaios a
serem obtidos com todos o0s genes ird contribuir para a possivel aplicacéo
biotencolégica dos genes dessa linhagem visando o controle de larvas dessa
espécie de insetos.

Dessa forma, os experimentos realizados neste trabalho geraram
grandes avancos visando a caracterizacdo da atividade inseticida proveniente
de cada gene cry da linhagem BR58 frente a H. hampei, visando o possivel
emprego de genes dessa linhagem em aplicagdes biotecnolégicas como o
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desenvolvimento de novos bioinseticidas e/ou plantas de café geneticamente

modificadas apresentando resisténcia ao ataque dessa praga.

PERSPECTIVAS

A clonagem e expressdo dos demais genes cry da estirpe BR58
associados a realizacdo de bioensaios frente a larvas de H. hampei poderdo
indicar qual ou quais genes cry presentes nesta linhagem sdo responsaveis
pela entomopatogenicidade contra esse inseto-praga.

A realizacdo dos bioensaios seletivos contra larvas de H. hampei com a
utilizacdo dos esporos-cristais produzidos pelas estirpes contendo os genes
cry60A e cry60B de B. thuringiensis BR58 bem como demais toxinas Cry,
permitira verificar se as proteinas isoladas seguem com as propriedades

inseticidas, tais como as evidenciadas na linhagem selvagem.
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ANEXO 1. Andlise da sequéncia de nucleotideos do gene cry4A adquiridas a
partir do sequenciamento utilizando-se o iniciador especifico para o vetor
pHT315PxyllIA. A comparacdo por Blastn mostrou 95% de similaridade com a
sequéncia do gene cry4dA (nimero de acesso LIIT01000238.1) de B.
thuringiensis BR58.

Score Expect Identities Gaps Strand
1223 bits(662) 0.0 766/808(95%) 40/808(4%) Plus/Plus
Query 71 GTTTACAAGTGGTGCGAAAAATA 13e
. IlIIlIIIlHIIIIIIIIIlIIIllIIIIIlIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlI
Sbjct 1 TTTACAAGTGGTGCGAAAAATAI
Query 131 GTGGCTAATGCTATAGAATGTATGTCAGATGAACAATATTCAAAAGAAAAACTGATG 190
- IlIIlIIIlIIIIIIlIIIIlIIIII||I||||ll||ll|||||l||||l||||||||||
Sbjct 61 CAAGTGGCTAATGCTATAGAATGTATGTCAGATGAACAATATTCAAAAGAAAAACTGATG 12e
Query 191 CAAAATACCTTAGTCAGTCTCGAAATTTGC 250
. IlIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 121 CTTAGTCAGTCTCGAAA 180@
Query 251 GGTGATTTTGAAGA TTCATGGATGGA GTGATCATATGTACATTCAGTCG 31@
. ||||l|||l||||| IIIIIIIIIII||||||IIIIIHIIIIIIIIIIIIII|||I|||
Sbjct 181 GGTGATTTTGAAGA TTCATGGATGGACTACAAGTGATCATATGTACATTCAGTCG 240
Query 311 GATAATTCTAC AAAGGAAATTATCTGAATATATCTGGGGCGCGAGACATATACTTA 37@
. LLEEELETLT IIIIIIIIIIIIIIIIllIHIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 241 GATAATTCTAC ARAGGAAATT GAATATATC GCGAGACATATACTTA 300
Query 371 GATATTTCCAACATACATTTACCAAAAAATT! CGTATA 430
. ||||l|||l|||||||l||||l||||||||IIIIIIHIIIIlIlIIIIlIII|||||||
Sbjct 301 ACGATATTTCCAACATACATTTACCAAAAAATT CAAAATTAAAACCGTATACA 360
Query 431 CGTTACCTAGTAAGGGGATTT TAGGAAG AAAGATGTAGAACTAGTGGTTTCACGC 492
# IlIIlIIIlIIIIIIIlIII IIlI|||I||IHIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 361 CGTTACCTAGTAAGGGGATTTG AAAGATGTAGAACTAGTGGTTTCACGC 420
Query 491 TATGGAAAAGAAA CAG CATGAATGTACCATTTGATATCCCGTATGTATCTTCT 55@
. IIIIIIIIIIIIIIIIII CELLEELEEEER PR e et e r et i tinitnd
Sbjct 421 TATGGAAAAGAAA TACAGTCATGAATGTACCATTTGATATCCCGTATGTATCTTCT 480
Query 551 GTAATGAATTATATGA GAACAA CAAATGGGAATG 61e
. lIIlIIl | lIIIlIIIlIIlIIlIIlIIlII lIIIIIlIIIIllIIIIIIIlllI
Sbjct 481 AGG GTAATGAATTATATGATGGTGAACAACAACCGTATCCAAATGGGAATG 542
Query 611 TATAATCCAATG ACGCCTTCTTACACATCTGATGCTCGTCAGTGT 670
i IIIIIIIIIIIIIIIII IIII WERRRRRRARIRaRRnnnnananannininin
Sbjct 541 GGATATTATAATCCAATGTCAGC ACGCCTTCTTACACATCTGATGCTCGTCAGTGT 600
Query 671 ATGCCAGGGAAAAAACAGAATAGTTCCT GT CAAGAATTCTCCATTCAGTTTTTAAGTTC 73@
. [LLELVELELELEETLLLL | | l LU TUELE JEELL 1) |||I|| | [[1]
Sbjct 681 ATGCCAGGGAAAAAACAGA- -C TGT-CAA GA TTCTC-AT-CAGTTT--AAGTTC 651
Query 731 CATAATTGATTACAGGGGTGGAAAGTAGATTTAATAAATTA CAAA TAGGGGATTTTGG 79@
. ll,l |||ll [ 1l || IIIIIII I Ill (1111 |||I|||| 1111
Sbjct 652 CATA-TTGAT-ACAGG--TG-AA -TAA--TACAAATATAGGG-ATTT-GG 699
Query 791 GGTCATGTTTTTaaaaaaaTCCTTCCCCCAGAATGGGATACCGCAATTTATTAAGATAAA 850
. DLUELELEL  peet b oe deneer tee L teen 1ie 1l IIII L]
Sbjct 700 G-TCATGTTT--AAAATA-TC-TTCCCC-AGA-TGG-ATAC-GCA-TT-ATTA-GATAA- 746
el iy sivii B nweni
Sbjct 747 TTT-AGAA-G-TAATT-GAA-GAA-GGG
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ANEXO 2. Andlise da sequéncia de nucleotideos do gene cry4B adquiridas a
partir do sequenciamento utilizando-se o iniciador especifico para o vetor
pHT315PxyllIA. A comparacdo por Blastn mostrou 95% de similaridade com a
sequéncia do gene cry4dB (nimero de acesso LIIT01000231.1) de B.
thuringiensis BR58.

Score Expect Identities Gaps Strand
1290 bits(698) 0.0 813/860{95%) 42/860(4%) Plus/Plus
Query &8  ATOAATTTAGECTATCCGTTAGCOAATOACTTACAAGEATCAATOAALAMACACGRACTAT 127
ey ittt
Query 128 AMAGATTGGECTAGCCATGTATG AACAGTATORCGTTAATCCAGCTGCGATT 187
iy ittt e
Query 188 AATTCTTCTTCAGTTAGTACCOCTTTAAAAGTAGCTORAGCTATCCTTARATTTATARAC 247
ety it ittt ot tmiiiitsodiif e
Query 248 CCACCTGCAGGTACTGTCTTAACCGTACTTAGCGCGATGCTTCCTATTCTTTGRCCGACT 387
ey it hinini e
Query 388 AATACTCCAACGCCT GAGTTTOGRATGATTTCATGACCAATACAGGOAATCTTATT 367
ooy oot nnsnsitid e
Query 368 GATC GTAACAGCTTATGTACGAACAG GTGAAA 427
ooy iyt ittty iy e
Query 428 QATTATTTAGATCAATATACAAC TAACACT TEOAAALGAGA AACCAG 487
shict 361 éA“4I |ILIL}£LL+L+L&LIIIIII 4_I|I|I|I|I|I| | |I|I|I|I| IIééLé f20
Query 488 TCCTATAGAACAGCAGTAATA AATTTAACTTAACCAGTGCCARACTTCGAGAGACC 547
ettt
Query 3548 OQCAGTTTATTTTAGCAACT TAGTAGGTTATGAATTATTATTATTACCAATATACGL oa7
iy ittt it i it
Query 688 OTAGCARATTTCAATTTACTTTTAATAAGAGATGOCCTCATAMATGCACAAGAATG 867
stoniy syt vyttt i
Query @68 TTAGCACGTAGTGCTOOTOACCAACTATATARACACCTATGOATGCCACTACCACTAAAG 727
e eor MO ST <.
Query 725 AAATTATATTTGCACATAGCCATTAACATOETAATAMATT, GTTTTAGATGTACTT 787
e ese. L SICTRCHCTCTACTATERT e
Query 7B8E TAG TCTTAATGOAACARATOOGATTAACGTTTTAATGAATTATARAAGAAGD 847
et 06 -\ UG- R ITCAELT e
Query 348 AAGATGAACTTATTCCAAGTTTTTTAGATATTACTTOCCCTCELELLELGCOCAGTTTTT 987
ool 1) AN A M
Query 985 GAATCCCACGTCCAATACCC 927

g 1 11
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ANEXO 3. Andlise da sequéncia de nucleotideos do gene cry60A adquiridas a
partir do sequenciamento utilizando-se o iniciador especifico para o vetor

pHT315PxyllIA. A comparacao por Blastn mostrou 94% de similaridade com a

de acesso LIIT01000228.1) de B.

umero

7

do gene cry60A (n

sequéncia

thuringiensis BR58.

Strand
Plus/Minus

|
TGAACTTAAT 793

BACTTAAT 188

47/819(5%)

Gaps

373

|
TGATATTAAAC

TATOATATTASLAC c88

|l
A

i
TCCT

T
T

772/819(94%)

Identities
Innim;
GARACTARAG

TTCCA
[LI]]
TTCCA

A

A

Expect
T
I
T

0.0

G
G

1208 bits(654)

Sbjct 912
Query 129
Sbjct 852
Query 189
Ssbjct 792
Query 249
Sbjct 732

Score

i
TTGaTG

369 ATTAAAG

Query

—

TTCCALAGTAALA

Shjct 612 ATTARAG

Query 429
Sbjct 4492
Sojct 432
Query 609
Query 669
Sbjct

Query
Sbjct

312 TTCCAAAGTAALA

217

GTTTCARATGOGATCTTCTGARATTTTASAGTGGGAAT TTCGEGATATTTTCTG 348

|
--AAA--TC-T

TTAALMATCCT 788

TATTA 887
-ATTA 141

71T
[1]
TIT

iy
TA-TGC-A-

T

TATAA
[1]
-A

TCT
[
TCT

G?G
Sbjct 178 ATTT-AT-AT-AAAGG-

-CARATGE-ATCT-CTEAA-TTT-AA-GTEG-A-TT-CGG-ATATT--CTG 171

-T

AGG
i

AGG
T

Sbjct 259 AG-
Sbjct 216 GG-

Query 729
Query 739
Query 849
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ANEXO 4. Analise da sequéncia de nucleotideos do gene cry60B adquiridas a
partir do sequenciamento utilizando-se o iniciador especifico para o vetor

pHT315PxyllIA. A comparacao por Blastn mostrou 95% de similaridade com a

de acesso LIIT01000228.1) de B.

umero

7

do gene cry60B (n

sequéncia

thuringiensis BR58.

Strand

Identities

Score

Gaps

Expect
0.0

Plus/Minus

40/820(4%)

777/820(95%)

1240 bits(671)

ATTARG 721

a1
[l
aT

361

[ITI1LI]]
AARATTGGC 661

ARAATTGGC

TGTAAATCAAAATAAAC

A
|
A

? [GTAALTCAAAATAMACOTATTAAG 381

ATTTTCAATOTARATCCAACTCCATAT 241
ATTTTCAATGTAAATCCAACTCCATAT  TE1

TA
[
TA

i

ACAG

AT

Shjct  B4@ AT

Query 242

Sbhjct 908  GAAA

Sbjct 960
Query 122
Query 182
sSbjct 7E@

382

Query

Sbjct 728
Sbjct 6&E@
Query 422
Sbjct 6AA

= [a) — [=x] — Laal
oo W ow ~ M~ ol
— m— J—10 [ _
iy | =% oL 373
—  O—1g = ' — '
—F 8—0 —k 8
b = = 0—l0 L
Ll — \o—10 =0 [l i
A1 Mllm T e
[ i ] O e
D—ig i e =
—=  O—ld  |=—
d—L)  =—= He—= = i
MIIM L—i0 = f——— MIIM
— D10 H—= = —
=== D=0 L—-=T Ll \O—10
Ll ] e M & =
== == Ry
5=5 3=32 B=8 3=% =2
=L —-=T, — 0—10 — —
== g8 5 E
Ll i) HIIH Tllm
a—3 mlm F—i b—o
—— — —i) = 1
] — el e
=% U— AL ==
— == Wt T
gy Z—= P I
D—10 == o—ig 10—
——F MIIM 0 e
ef—-=I — L
= =k B=2 E=F
=5 3=3 25 070
— =t i i
— —— —F B—a
I—= =5 o=s £
i — O W
! I MlIM U
— [ Lt ) L i
i—3 F=F i —
— L) el
—J —uJ ol ——=T | LO—i0
| %ll% i e R )
== — Sf—=cL  O—ld L
e e e I I R R e
—pF o—io —— mllm —
— i
=g 9 =2 3=
r T S
— b} t t F
3=% E=F V=P 5% §_;
- —_ — | —
D—I\0 T, D—I0 = L0
W = D0 =
(3] [x) 3] (e [x] [ | [xx] L'} =t [t} L5711
[£2) = =t [Ea] =) Lo Y] w ('] [x ] [eal i
L T T L G S G e T |
F v v VI A v Al v Al
[ TR oo L e TR [ IR ] Lo
= £ == == = £ = £ = =]
L = = = T = =

ATTTTATTTGGGGAATCTOGOATTATTCTTGRACGTAATT 881

Sbjct 212 ATTT-ATT-GGG-A-TCTGG-AT-ATTCT-GA-CGTAGTT 181

Query 842



89

ANEXO 5. Andlise da sequéncia de nucleotideos do gene cryl1A adquiridas a

partir do sequenciamento utilizando-se o iniciador especifico para o vetor

pHT315PxyllA. A comparacéo por Blastn mostrou 98% de similaridade com a

de acesso LIIT01000204.1) de B.

umero

e

do gene cryl1A (n

sequéncia

thuringiensis BR58

Gaps Strand

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plus

17/1001(1%)

980/1001(98%)

1716 bits(929)

Query 24

ACTAAAMACAACT 59

TCTGAAGASATACTAAATARAGCAT 143

C
I
C

ACTAALMACAACT B3

CTTTT
1111
CTTTT

il
ATT

ARAATCCA  Z@3
ARMATCCA 179

GAC
1]
GAC

CA TT? @3
TCATTCG 479

TCTGAAGASATACTAAATARAGCAT 119

CTA
M1
CTA

Sbjct 1
Query B4
Sbjct 68

THIT
CATCTAT

T
I
ARATCOTTARATATAALTG

ARATCOTTARATATAALTG

e
[LTLTTLETTLL
CCCT

ACTTGALGTTOTAAT

ACTTGAAGTTGTAAT

Query 144

ACTTAGCTTCATTAC 383
ACTTAGCTTCATTAC 359

T
|
1

@3
779

8463
839
451

C
[1]
AGCACGRATAT 659

TTCTACTACTTAAAACCG 719

TTCTACTACTTAAAACCG 743
GAAACCACTOTATGAACT

TTCCGE
LI
TTCCGE

G
I
G

TOOGCAAGCTGAAATAGCACGRATAT 683
TEOECAAGCTGARAAT,

I
111
ATTG

T
[l
T

TATTG

c
[11]
C

C
I
GAAACCACTATATGAACT

ity

GG
I
GG

T

T

TTGG
[1]]
TTGG

TACTEOCGCAGTTAAAATTT

CTGG
[111
CTGa

fi
TCTa

TAG
[1]]
TAG

Sbjct 128
Query 284
Sbjct 182
Query 264
Shict 248

ARAATOATCTATCTGARACT TCAGCARATT
AAAATOATCTATCTGAAACT TCAGLARATT

Query 444

AATATCCATCATATGCTAMATAAT
AATATCCATCATATGCTAAATAAT

Sbjct 428
Sbjct 480
Query 624
Sbjct 600
Query &84
Sbjct 668

Query 744

C
[1LL]]
C

GGTAAE ?C 1224
-TAAGECC 984

sbict 728
Query 884
sbjct 738
Query 864
Sbjct 848
Query 924
Sbjct 899

Query 984
Sbjct 952





