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RESUMO 
 
 

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleóptera: Curculinoide: 
Scolytinae), é considerada uma das pragas de maior risco fitossanitário de 
importância econômica para a cultura do café. A utilização de agentes sintéticos tem 
sido questionada por apresentarem componentes que podem causar problemas 
como a contaminação ambiental e humana além de incrementar os custos de 
produção. Uma saída para a diminuição da sua utilização é a substituição por 
agentes de controle biológico. Recentemente, foi demonstrado que o isolado Bacillus 
thuringiensis BR58, contém os genes cry4A, cry4B, cry10A, cry11A, 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 sequências foram submetidas ao alinhamento 
pela ferramenta BLAST e avaliadas para a confirmação das regiões promotoras e 
das ORFs pelas ferramentas online BPROM e ORFfinder. Em seguida, foram 
construídos iniciadores específicos contendo os sítios de enzimas de restrição 
BamHI, HindIII e SalI, 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 acristalífera de B. thuringiensis 407.1. 
Até o momento, as proteínas cry60A e cry60B foram expressas e tiveram o perfil 
proteico avaliado em SDS-PAGE. Novas etapas de transformação nas linhagens de 
Escherichia coli e B. thuringiensis estão previstas para os demais genes como 
perspectivas de continuidade deste projeto.  
 
Palavras chave: Coleóptera. Praga. Controle biológico. 
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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, cry10A, cry11A, 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, HindIII and SalI 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: Coleóptera. Pest. Biological control. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
1.1 Cafeicultura brasileira 
 

O cafeeiro é uma planta nativa do Nordeste da África pertencente à 

Família Rubiaceae e Gênero Coffea L. que se divide em quatro sessões 

(Mascarocoffea, Eucoffea, Paracoffea e Argocoffea). Entre estas, a de maior 

importância econômica é 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 gênero Coffea L. possui cerca de 103 espécies (Davis et al., 2006), 

sendo que apenas duas delas são cultivadas de maneira extensiva no Brasil: 

C. arabica L., que representa, atualmente, mais de 70% da produção, e C. 

canephora Pierre com 30% (CECAFE, 2017). 

A espécie C. arábica é cultivada em 80% dos países produtores de café 

em regiões com altitude acima de 500 metros. Trata-se de um arbusto grande 

com folhas ovaladas verde-escuras de clima tropical úmido, nativa das florestas 

tropicais da Etiópia, Quênia e Sudão, onde a temperatura anual do ar varia de 

18 a 22 °C. Produz frutos de formato ovalado que, geralmente, contêm duas 

sementes achatadas, os grãos de café (ICO, 2017). Estes, fornecem sabor 

suave, aromático e achocolatado, sendo os únicos que podem ser vendidos 

puros, sem nenhuma combinação de grãos (MARTINS, 2012). 

A espécie C. canefora, também conhecida como café Robusta, é uma 

planta mais resistente a ação de pragas e intempéries e possui ciclos produtivos 

mais elevados, por isso, apresenta vantagens sobre o Arábica. É 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 África 

ocidental e central, em toda o sudeste da Ásia e, até certo ponto, no Brasil, onde 

ele é conhecido como Conillon (ICO, 2017).  

A verdadeira história de como o potencial energético do café foi 

descoberto é incerta. No entanto, há relados de que os etíopes, 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 moído, passou a ser consumida pelos árabes, no século XIV. Porém, 

tornou-se hábito 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 plantações em suas colônias na Ásia em 1699. Das 

plantações francesas, nas ilhas de Sandwich e Bourbon, os europeus 

trouxeram mudas da planta para suas colônias na América Latina (CECAFE, 

2017). 

No Brasil, as primeiras mudas de café foram introduzidas em meados do 

século XVIII em Belém do Pará. No entanto, como a cultura não foi bem 

difundida, a produção foi levada para o Estado do Maranhão, chegando à 

Bahia no ano de 1770. Após algumas sementes do cafeeiro serem levadas 

para o Rio de Janeiro, a cafeicultura atingiu o Vale do Ribeira, no início do 

século XIX, chegando à São Paulo, de onde se difundiu para os Estados de 

Minas Gerais, Espiríto Santo e Paraná (NICHOLLS, 1970). 

Por volta de 1867 a construção da estrada de ferro ligando as cidades de 

Santos e São Paulo e a iminente conclusão (1877) da ligação ferroviária entre o 

Rio e São Paulo, permitiu que a produção 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 cenário agro-mercantil 

do país. Além disso, seu plantio em diversos locais proporcionou a diversificação 

de investimentos e patrocinou movimentos culturais internamente e no exterior 

(BRESSANI, 2007). 

O mercado cafeeiro permaneceu estável 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 intervenção do governo em 1906, 

no qual o plantio de novas lavouras foi proibido devido à alta produtividade 

comparada ao baixo consumo mundial (DE MENDONÇA, 2008). 

No ano de 1929 a crise da bolsa de valores de Nova York provocou 

enorme queda nos valores internacionais das commodities, bem como 

diminuição da renda e do consumo mundial, enfraquecendo ainda mais as 

vendas do café. No Brasil, com o intuito de controlar a queda dos preços, foi 

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

Em 1962, após outra crise de superprodução, criou-se o “Acordo 

Internacional do Café”, no qual, uma organização constituída por 

representantes dos países produtores e consumidores estabeleceram cotas de 

exportação por país produtor (DE MELO, 1993). No entanto, em 1989, o 

excesso de oferta do produto no mercado internacional provocou a suspensão 

do acordo, criando uma disputa entre os países produtores que buscavam 

compensar a queda no preço 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 países produtores de café da 

América Latina e 14 da África adotaram um esquema de retenção, no qual 20% 

da produção para exportação ficaria retida no país de origem (PASTOR, 1993). 

Desta maneira, os preços no mercado internacional se mantiveram 

elevados o suficiente para remunerar os produtores entre os anos de 1994 e 

1999. Em decorrência do crescimento de investimentos nas lavouras e 

consequente aumento da produção de café, em 2002, somente no Brasil, foram 

produzidos cerca de 48 milhões de sacas de café (ICO, 2017). Desta maneira, 

o crescimento econômico do mercado mundial de café cresceu 

aproximadamente 30% até o ano de 2010 (ICO, 2017).  

Atualmente, o agronegócio do café representa uma das mais 

importantes culturas do país ocupando o primeiro lugar no ranking de produção 

e exportação mundial, sendo responsável por envolver aproximadamente, 

direta ou indiretamente, 10 milhões de pessoas desde a produção até o 

processamento do grão (IOC, 2017). Além disto, o café é a segunda bebida 

mais consumida no Brasil, sendo que o consumo anual é um dos que mais 

cresceram mundialmente alcançando, aproximadamente, 22 milhões de sacas 

de 60 kg em 2017 (ABIC, 2017). 

De acordo com Souza et al. (2005), a importância da produção cafeeira para o Brasil é 

indiscutível, considerando que este é um dos principais produtos agrícolas de exportação, agregando 

considerável volume de recursos à balança comercial. No entanto, as lavouras estão sujeitas à ação de 

pragas e doenças que contribuem para a redução da produtividade e da qualidade do café produzido 

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

A broca-do-café, H. hampei (Ferrari, 1867) (Coleóptera: Curculinoide: 

Scolytinae), foi descrita pela primeira vez por Ferrari em 1867 ao analisar 

amostras de grãos de café provenientes do comércio da França 

(WATERHOUSE; NORRIS, 1989). Há 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 lá ocorriam seus parasitóides 

(CANTOR; BENASSI; FANTON, 2001).  

A primeira menção à broca como praga foi feita mais de 100 anos depois 

do inseto ter sido descrito, quando constatou-se a infestação de frutos do café 

pelo coleóptera em lavouras no Congo Belga. Porém, em virtude do reduzido 

dano causado, até 1913, nenhuma medida foi adotada em relação ao seu 

controle (LAURENTINO; COSTA 2004). Neste mesmo ano, ocorreu a 

introdução deste coleóptera no Brasil proveniente de sementes infestadas 

importadas da África e de Java (CASCO-GÓMEZ, 2012). A partir de então, o 

inseto espalhou-se por todas as regiões cafeeiras do país (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 regiões com cafezais, exceto no Nepal e China 

(JARAMILLO et al., 2011). Responsável 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 milhões nas lavouras do Cerrado mineiro somente no 

ano de 2015 (SNA, 2015).  

O parasitismo pela broca-do-café pode produzir três tipos de danos aos 

grãos (Figura 1): o primeiro, é decorrente da perfuração do fruto pelas fêmeas 

seguida da alimentação de sua progênie reduzindo a produção e a qualidade 

do produto final (MOORE; PRIOR, 1998); o segundo, também é resultante da 

perfuração do café que deixa os grãos maduros vulneráveis a infestação de 

outras pragas, principalmente do gênero 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 grãos verdes, 

que são atacados quando o números de frutos maduros não é suficiente. Neste 

caso, os insetos não 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) Fêmea adulta da broca-do-café perfurando grão de café 
verde.  

 
Fonte: Adaptado de: Vega et al., 2015 

 

A espécie é condicionada, em seu potencial biótico, pela disponibilidade do 

grão de café, uma vez que se alimenta e se reproduz em diferentes estádios de 

desenvolvimento (BENASSI, 2000). Em condições ambientais adequadas e 

disponibilidade constante de frutos, o inseto pode alcançar até 8 gerações no ano 

(CÁRDENAS, 2007). Além disto, foi sugerido, em estudo realizado por Fernández 

& Cordero (2007), que dependendo das condições do ambiente, como na baixa 

disponibilidade de alimento, as fêmeas podem permanecer em estado semi-

inativas nos grãos maduros à espera de condições favoráveis e, assim, abandonar 

o fruto em busca de novas plantas em período de frutificação.  

Não há dados completamente elucidados de como a broca-do-café 

reconhece os frutos, no entanto, estudos demonstram que parte da atração dos 

insetos é influenciada por ferormônios e pela coloração do fruto (VEGA; INFANTE; 

JOHNSON, 2015). 

As informações sobre as características biológicas da espécie podem 

apresentar pequenas variações (CÁRDENAS, 2007). Segundo Fernández & 

Cordero (2007), estas podem ser atribuídas as condições climáticas 

predominantes durante a realização de cada estudo e ao número de análises 

realizadas em cada ensaio. 
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O ciclo de vida completo dos machos pode perdurar de 20 a 87 dias, 

enquanto as fêmeas podem viver por aproximadamente 5 meses (BARRERA; 

FRANCISCO, 1994). A reprodução destes insetos ocorre entre machos e fêmeas 

que nascem na mesma baga. Após a fecundação, somente as fêmeas adultas 

deixam o interior do café e iniciam um período de oviposição que tem duração de 

aproximadamente 20 dias, com média de 2-3 ovos depositados por dia 

(BENAVIDES; GÓRGORA; BUSTILLO, 2012). Uma vez que a fêmea penetra no 

fruto e inicia a oviposição esta permanece em seu interior cuidando da progênie 

até sua morte (BERGAMIN, 1943; GALLO et al., 2002). Para Ticheler (1961), esta 

informação se sustenta com a hipótese de que os músculos da asa da fêmea se 

degeneram, no momento da oviposição, impedindo a colonização de novas 

bagas. Em contrapartida, Waterhouse & Norris (1989) sugeriram que a fêmea 

pode deixar a baga quando a semente é consumida e/ou deteriorada de alguma 

forma ou quando sua progênie começa a surgir.  

Os ovos apresentam coloração leitosa com aspecto brilhoso e possuem 

formato elíptico ou levemente ovóide, com dimensões em média de 0,59 e 0,31 

milímetros nos eixos maior e menor, respectivamente. O período de incubação 

tem duração de 5 a 7 dias, o estado de larva 15 dias para os machos e 19 dias 

para as fêmeas, 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 ínstar e pré-pupa, esta 

apresenta coloração branca com as peças bucais escuras e tamanho de 

aproximadamente 0,33 mm (Figura 2) (FERNÁNDEZ; CORDERO, 2007). Esta é a 

etapa no qual a broca provoca maiores danos ao café pois se alimentam das 

sementes causando destruição parcial ou total do fruto (TAKEMATSU; JOCYS; 

POTENZA, 2004; FERNÁNDEZ; CORDERO, 2007). 

As pupas possuem tamanhos diferentes de acordo com o sexo, no qual as 

fêmeas possuem 1,89 mm de comprimento e os machos 1,22 mm (Figura 2). 

Inicialmente, apresentam coloração branca e conforme o desenvolvimento dos 

apêndices externos (antenas, patas e asas) tornam-se marrons (FERNÁNDEZ; 

CORDERO, 2007). 

O inseto adulto apresenta coloração uniforme escura, corpo cilíndrico e 

élitros (asas anteriores modificadas por endurecimento) truncados. Os machos 

são menores, medindo aproximadamente 1,24 milímetros e as fêmeas, em média 
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1,74 milímetros (Figura 2) (Constantino et al., 2011) e não possuem asas, 

apresentando apenas vestígios membranosos, o que sugere o fato deles nunca 

saírem do interior do fruto (GALLO et al., 2002). 

 

 
Figura 2 - Estádios desenvolvimento de H. hampei. (A) 1- larva de primeiro 
ínstar; 2- larva de segundo ínstar; 3- pré-pupa. (B) 4- Pupa do macho; 5 – Pupa 
da fêmea. (C) 6- Macho adulto; 7- Fêmea adulta.  

 
Fonte: Adaptado de: Vega et al., 2015 
 

1.2.1 Manejo da broca-do-café nos cafezais 

 

As infestações causadas por H. hampei podem ser influenciadas por 

diversos fatores como: clima, colheita, sombreamento, espaçamento e altitude 

(SOUZA; REIS, 1997). Além disso, a maior parte do ciclo de vida destes insetos 

ocorre dentro do grão de café, dificultando o manejo nas lavouras, seja 

empregando estratégias à base de inseticidas sintéticos ou inseticidas não-

sintéticos (DAMON, 2000; JARAMILLO et al., 2006, VEJA; INFANTE; 

JARAMILLO, 2009). Embora o controle à base de agentes sintéticos seja o mais 

utilizado, outros métodos que possam apresentar menores danos ambientais e 

melhores respostas quanto ao controle desta praga têm sido explorados, como o 

controle comportamental, cultural e biológico (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 eficiência 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 é um dos fatores que impulsionaram a produção 
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mundial de alimentos para patamares nunca antes alcançados. Porém, o uso 

extensivo destas substâncias tem gerado efeitos negativos como a contaminação 

de solos e mananciais (AGUIAR MENEZES, 2003). 

No Brasil, o controle da broca-do-café iniciou-se com a utilização do 

composto hexaclorociclohexano (BHC). Entretanto, este não apresentava grandes 

efeitos no controle da praga por se tratar de um pó seco polvilhado nas lavouras 

facilmente lavado pelas chuvas. Desta maneira, o 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 espaçamentos e com o registro de uso do 

inseticida Endosulfam 350 CE (SOUZA et al., 2015).  

Embora o químico 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 substância altamente tóxica para humanos e 

outros animais (U.S. Environmental Protection Agency, 2010). Neste mesmo ano, 

a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em um processo de 

reavaliação do ingrediente ativo deste agente, determinou sua retirada do 

mercado brasileiro em um prazo de quatro anos (MMA, 2010).  

Desde então, o controle da broca passou a ser realizado com o químico 

Ciantranilipole (MAPA, 2015). Este deve ser aplicado em lavouras passíveis de 

mecanização a níveis de talhões onde a infestação atingir 3 a 5% ou mais de 

frutos broqueados e em frutos verdes aquosos, na época de trânsito do inseto que 

se inicia aproximadamente aos 90 dias após as maiores floradas (SOUZA et al., 

2015). Entretanto, no Brasil, existem regiões cafeeiras implantadas em topografia 

acidentada que não permitem a mecanização no controle de pragas (SOUZA et 

al., 2012). 

Embora o método de controle à base de inseticidas sintéticos seja eficiente, 

o uso intensivo de um mesmo produto durante longo período aliado ao emprego 

incorreto pode selecionar insetos resistentes (Takematsu; Jocys; Potenza, 2004), 

além de causar intoxicação dos agricultores e consumidores (NEVES; HIROSE, 

2005). Desta maneira, faz-se necessário o uso de outros métodos de controle nas 

lavouras (FERNANDES et al., 2014). 

O controle comportamental é 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), algodão (Miranda; Silva, 2005) e goiaba (AZEVEDO et al., 2012).  

Sabe-se que as fêmeas da broca-do-café são atraídas por compostos 

voláteis do fruto (SILVA; VENTURA; MORALES, 2006). Esta descoberta 

intensificou a realização de estudos visando a melhor escolha para a confecção 

de armadilhas como a cor e a proporção de atraentes na mistura (DUFOUR; 

FRÉROT, 2008). No entanto, enquanto a maioria dos estudos visando o controle 

da broca são realizados em outros países, no Brasil, destacam-se apenas 

experimentos de monitoramento do inseto com a utilização de armadilhas 

confeccionadas com garrafa Pet vermelha (OKUMURA et al., 2003; FERNANDES 

et al., 2014).  

Um outro mecanismo aplicado no manejo da broca-do-café é o “Controle 

Cultural”. Após a colheita, todas as bagas devem ser coletadas, incluindo as 

deixadas nas árvores e aquelas que caíram no chão, 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, 

há 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 dispersão 

passiva que ocorre quando os materiais contaminados com o inseto são movidos 

de um lugar para outro. Estes materiais incluem sacos de café utilizados durante a 

colheita, implementos agrícolas, veículos, vestuário de trabalhadores e bagas 

infestadas ou sementes de café para uso doméstico (LEEFMANS, 1923). Este é 

considerado o método mais eficiente para eliminar as infestações causadas pelo 

inseto. Entretanto, a menos que a presença de insetos seja muito limitada, o 

sistema de recolhimento de grãos pode ser difícil de implementar devido aos 

custos associados, pois estes cuidados exigem a disponibilidade de mão de obra 

(VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015). 

Entre os diferentes agentes naturais utilizados no controle da broca-do-café 

estão o fungo Beauveria bassiana, nematóides e parasitoides da ordem 

Hymenoptera (VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015). 

O modo de ação dos entomopatógenos fúngicos envolve fixação de 

esporos à cutícula do inseto, seguida de germinação e penetração na cutícula. A 
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morte é causada pelo crescimento e proliferação 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 é considerado o agente mais eficiente no controle 

biológico microbiano de H. hampei (La ROSA et al., 1997; NEVES; HIROSE, 

2005). Resultados de experimentos realizados em laboratório e a campo, indicam 

que este microrganismo tem potencial para ser utilizado, desde que as 

concentrações do inóculo estejam adequadas para induzir o processo de doença 

nos insetos (La ROSA, 2000; NEVES; HIROSE, 2005). Em vários experimentos, 

os níveis de infecção dos cafezais após a pulverização de uma suspensão à base 

de B. bassiana têm sido examinados. Entretanto, nesses estudos não constam 

dados referentes ao quanto a pulverização é rentável, bem como, se há aumento 

ou não da mortalidade de insetos em parcelas pulverizadas em comparação com 

áreas não pulverizadas, impedindo que se determine a eficiência deste método 

(VEGA; INFANTE; JOHNSON, 2015). 

Algumas espécies de nematoides, principalmente dos gêneros 

Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae) e Heterorhabditis (Rhabditida: 

Heterorhabditidae) podem ser utilizados como agentes no controle biológico da 

broca-do-café. Nos últimos anos, foi observado o parasitismo natural de espécies 

desses gêneros contra populações de H. hampei em plantações de café na Índia, 

México e Colômbia (VARAPRASAD et al., 1994; CASTILLO et al., 2002; LÓPEZ 

et al., 2008). Contudo, ainda não está claro se o uso de nematodos 

entomopatogênicos é viável 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 biológico em agrossistemas de café. Entretanto, há um imenso desafio 

para que o produto contendo as proteínas entomopatogênicas de B. thuringiensis 

alcance os insetos dentro fruto. Além disso, esses compostos devem ser 

pulverizados aumentando o custo de sua utilização (VEGA; INFANTE; JOHNSON, 

2015). 

O desenvolvimento de plantas transgênicas resistentes a insetos, através 

da integração dos genes determinantes de resistência 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 expressão das proteínas tóxicas 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 construção de plantas geneticamente modificadas através da 

inserção de genes cry obtidos de B. thuringiensis pode vir a ser uma estratégia de 

controle alternativa para H. hampei (LÓPEZ-PAZOS; GOMEZ; CERON, 2009). 

 

1.3 Bacillus thuringiensis  

 
1.3.1 Breve histórico 

 

O registro do primeiro isolamento de B. thuringiensis foi realizado por 

Sotto Ishiwata em 1901, no Japão, ao reportar uma bactéria que infectava 

larvas do bicho da seda Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: 

Bombycidae), causando danos à indústria da seda japonesa (BEEGLE; 

YAMAMOTO, 1992; ROH et al., 2007). Em referência ao aspecto das larvas 

infectadas, que apresentavam aparência macia e flácida, o autor passou a 

chamar o microrganismo de Bacillus sotto (ALMEIDA MELO; SOCCOL; 

SOCCOL, 2014). Entretanto, a espécie foi descrita após uma década por Ernst 

Berliner na Alemanha, em homenagem a província de Thuringia, ao isolar o 

microrganismo de larvas da traça da farinha Anagasta kuehniella Zeller, 1879 

(Lepidoptera: Pyralidae) (MILNER, 1994; ROH et al., 2007). Durante o 

processo de esporulação da bactéria isolada, Berliner também observou a 

formação de um segundo corpúsculo e passou a chama-lo de Restkörper 

(Beegle; Yamamoto, 1992), posteriormente, classificadas como proteínas Cry 

(HÖFTE; 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 

não era observada em cultura de células vegetativas. Além disso, constataram 

que quando tratada com ácidos, fenol, cloreto de mercúrio e calor a toxina era 

inativada e que, portanto, tratava-se de uma proteína. 

A utilização da bactéria como potencial agente de controle de insetos 

iniciou-se décadas depois da sua descrição. De acordo com Lambert & 
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Pefereon (1992), uma das justificativas para a ausência de interesse nos estudos 

com B. thuringiensis, foi a bactéria ser considerada um agente patogênico de 

insetos e uma ameaça a indústria 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 plantações de milho européias (HUSZ, 1928). Após sua 

descoberta, o isolado de Mattes passou a ser distribuído para laboratórios em 

todo o mundo e utilizado como fonte principal em estudos de controle 

microbiano (NORRIS, 1970). Além disso, este trabalho levou a formulação do 

primeiro bioinseticida comercial, Sporeine, produzido na França em 1938 

(LÜTHY; CORDIER; FISCHER, 1982), sendo utilizado no controle de espécies 

de lepidópteras que afetavam diversas plantações 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 os insetos até então testados bem como para novos organismos 

(SANCHIS, 2012). No entanto, os bioinseticidas produzidos anteriormente a 

1970, por não apresentarem atividade tóxica suficiente e vantagens sobre os 

custos de produção eram suplantados pelos produtos sintéticos (BEEGLE; 

YAMAMOTO, 1992).  

A confirmação da linhagem B. thuringiensis subsp. Kurstaki por Dulmage 

(1970) com toxicidade 200 vezes superior as linhagens utilizadas nas 

formulações de produtos comerciais modificaram a história 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 considerável de 

produto a base desta linhagem era utilizada no controle de Heliothis spp. em 

plantações de algodão (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). Além disso, no ano de 

1977, foi constatada a primeira linhagem tóxica para dípteros (GOLDBERG; 

MARGALIT, 1977). 

Em 1992, milhões de quilogramas de produtos à 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 milhões 

de dólares (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 à base de B. 

thuringiensis era contemplado com 9 formulações registradas, indicadas para 

24 espécies de pragas em 12 tipos de plantações, sendo a maioria para 

controlar Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera, Noctuidae), S. 

frugiperda, Ecdytolopha aurantiana Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae) e 

Plutella xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Plutellidae) em plantações de 

soja, algodão, milho e cítricos (POLANCZYK, et al., 2017).  

Com o aumento do conhecimento da estrutura e das funções dos cristais 

tóxicos e com o desenvolvimento das técnicas da engenharia genética, foi 

possível a inserção dos genes codificantes das proteínas Cry em plantas, 

dando origem a cultivares transgênicos resistentes a algumas pragas (ROH, et 

al., 2007). Após o primeiro evento de organismos expressando toxinas de B. 

thuringiensis em 1987, os genes de B. thuringiensis foram utilizados na 

transformação de diversas plantas, até a obtenção dos primeiros cultivares 

comerciais de milho, algodão e tomate transgênicos, em 1995, nos Estados 

Unidos (JOUANIN et al., 1998). Desde então, a área plantada para culturas 

transgênicas produzindo toxinas Bt cresceu mais de 1 milhão de ha entre os 

anos de 1996 e 2016 (ISSA, 2016). 

Dentre as plantas transgênicas liberadas para uso comercial no Brasil 

que apresentam genes cry de B. thuringiensis destacam-se cultivares de milho, 

algodão e cana-de-açúcar (CTNBio, 2017). Apesar da existência de estudos 

relacionados a transgenia de diferentes cultivares contendo genes cry de B. 

thuringiensis ainda não há nenhum experimento conclusivo em relação a 

produção de cultivares de café com resistência à H. hampei. 
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1.3.2 Características gerais 

 
B. thuringiensis é uma bactéria pertencente à família Bacillaceae, 

aeróbica, Gram-positiva, que apresenta em mais de 95% de suas linhagens 

características como: hemólise em ágar sangue de ovelha, resistência ao 

antibiótico ampicilina, catalase-positiva, oxidase-negativa e motilidade (VILAS-

BÔAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Possui faixa de temperatura de 

crescimento entre 10 e 45°C e ocorre naturalmente em diversos ambientes 

como insetos, na água de rios e no solo (VILAS-BÔAS; LEMOS, 2004; VIDAL-

QUIST; CASTAÑERA; GONZÁLEZ-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 µm de largura e 

3,0 a 5,0 µm de comprimento e outra de esporulação (Figura 3), quando ocorre 

a diferenciação da bactéria em esporo para isolar e proteger o material 

genético (ANGELO; VILAS-BÔAS; CASTRO-GÓMEZ, 2010).  

O processo de formação de esporos ocorre devido à exaustão de 

nutrientes e/ou condições ambientais desfavoráveis para a sobrevivência das 

bactérias (LAMBERT; PEFEROEN, 1992). Durante este estágio, no interior da 

célula formam-se esporos normalmente elipsoidais, mas que também podem 

apresentar formato cilíndrico e se localizam na região central ou paracentral da 

célula (LERECLUS et al., 1989; ARANTES et al., 2002). Ainda durante este 

processo, ocorre a produção de inclusões cristalinas (Figura 3) compostas de 

um ou mais tipos de proteínas (toxinas Cry e Cyt), também chamadas por δ-

endotoxina (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2005). 

As proteínas de inclusão parasporal Cry exibem efeitos tóxicos verificados 

experimentalmente para um organismo alvo ou possuem similaridade de 

sequência de aminoácidos significativa com uma proteína Cry já descrita 

(BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2005; CRICKMORE et al., 2011). As proteínas Cyt, 

similarmente as Cry, são proteínas de inclusão parasporal de B. thuringiensis que 

exibem atividade hemolítica (Cyt) ou têm similaridade de sequência com uma 

proteína Cyt conhecida (BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2005). Estas inclusões 

apresentam atividade tóxica para larvas de diferentes ordens de insetos incluindo 

espécies vetores de doenças em humanos e pragas agrícolas (LAMBERT; 

PEFEROEN, 1992). 
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Figura 3 - Representação do processo de desenvolvimento e esporulação das 
celulas de bt decorrente da escassez de nutrientes ou de condições favoráveis 
para a sobrevivência das células.  

 
       Fonte: Adaptado de Lambert & Peferon, 1992 

 

 

A patogenicidade e a especificidade de B. thuringiensis estão 

diretamente relacionadas aos tipos de genes cry que uma linhagem apresenta 

(CAPALPO, 2005). Contudo, o potencial patogênico também pode ser atribuído 

à ação sinérgica dos esporos com as proteínas Cry, além de outras proteínas 

com atividade inseticida como as VIP que são secretadas na fase vegetativa e 

têm atividade contra Lepidópteros e Coleópteros (ESTRUCH et al., 1996). 

Diversos fatores de virulência também contribuem com a patogenicidade desta 

bactéria tais como enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases (ZHANG et al., 

1993), proteases (LÖVEGREN et al., 1990), quitinases, δ-exotoxinas 

(SCHNEPF; WHITELEY, 1981) e β-exotoxinas (LEVINSON, 1990; BRAVO et 

al., 1998; VILAS-BÔAS; PERUCA; ARANTES, 2007). 

Apesar da eficiência da toxicidade apresentada pelas proteínas Cry contra 

diversos insetos, sabe-se que há a ocorrência de espécies que apresentam 

diversidade em relação à ação de algumas toxinas (SOBERÓN et al., 2012). 

Estes dados indicam que a busca por novos isolados de B. thuringiensis se faz 

necessária para a descoberta de cristais com atividades inseticidas diferentes 
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objetivando melhores resultados no controle biológico. 

 

1.3.3 Proteínas Cry 

 
As proteínas Cry apresentam estrutura molecular constituídas por duas 

regiões distintas: uma porção aminoterminal normalmente variável e associada 

à toxicidade e uma porção carboxi-terminal, mais conservada e associada à 

formação do cristal, com massas moleculares que variam de 40 a 140 KDa 

(CAPALBO et al., 2005).  

São classificadas dentro de diferentes grupos e subgrupos de acordo 

com a similaridade dos aminoácidos que as compõem. Sendo assim, 

apresentam terminologia específica no qual todas as proteínas recebem o 

nome Cry seguido de uma hierarquia dependendo de sua filogenia (Cry1Aa, 

Cry3A, Cry11A, Cry4Ba, Cry1Aa12, entre outras). As proteínas com 

similaridade menor que 45% entre as sequências são separadas por grupos 

numéricos em uma primeira classificação (Cry3, Cry4, Cry6...). Dentro de cada 

grupo, as que possuem similaridade de 78% recebem uma letra maiúscula 

(Cry4B, Cry5B etc) e para as proteínas que possuem mais de 78%, mas menos 

de 95% similaridade uma letra minúscula é acrescentada a nomenclatura 

(Cry4Aa, Cry11Aa...) (CRICKMORE et al., 1998). 

Até o momento, três classes de proteínas Cry foram identificadas (Figura 

4): as toxinas tipo ETX / MTX, da classe binárias (Bin) e a classe dos três-

domínios (3D) (ADANG et al., 2014). 

Os membros da família de três domínios compõem o maior grupo de 

proteínas Cry (ADANG et al., 2014). São moléculas globulares que possuem 

três domínios estruturais conectados por ligantes únicos (Figura 4). A porção 

N-terminal possui sete α-hélices, sendo seis de caráter anfipático que se 

envolvem em torno de uma hélice hidrofóbica central. O Domínio II é composto 

por três folhas β-pregueadas, enquanto o domínio III, da porção carboxi-

terminal C-terminal) apresenta estrutura com duas folhas β-antiparalelas. O 

Domínio I está relacionado com a inserção da proteína na membrana e com a 

formação de poros. Os Domínios II e III estão ambos envolvidos no 

reconhecimento de receptores específicos (DE MAAGD; BRAVO; 

CRICKMORE, 2001; BRAVO, 2005). Dados gerados a partir da análise 
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filogenética das toxinas Cry demonstraram que ocorreu coevolução entre os 

domínios I e II, enquanto as análises do domínio III revelaram uma topologia 

diferente devido ao fato da ocorrência de maior variação de domínio III entre as 

toxinas. Estas informações podem indicar a variabilidade da atividade tóxica do 

grupo 3D e a consequente origem de proteínas com modos de ação 

semelhante mas com diferentes especificidades (BRAVO, 1997; MAAGD; 

BRAVO; CRICKMORE, 2001). 

As proteínas Cry podem apresentar atividade tóxica 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 domínios III entre 

diferentes toxinas pode originar novas especificidades (BRAVO, 1997; MAAGD; 

BRAVO; CRICKMORE, 2001). Um exemplo clássico de uma proteína com 

múltipla ação é Cry1Ba, que apresenta atividade entomopatogênica contra 

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

 
Figura 4 - Estrutura tridimensional da proteína Cry1A indicando as posições 
dos três domínios. 

                                
                               Fonte: Maagd; Bravo; Crickmore, 2001 
 
 

O alinhamento de sequências das proteínas Cry revelou a presença de 

cinco blocos conservados comuns que possivelmente são importantes para 

alguns aspectos da estabilidade ou função da toxina (HÖFTE; WHITELEY, 1989; 

SCHNEPF et al., 1998). A maioria das sequências apresentam os mesmos 
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blocos conservados, no entanto, algumas toxinas não contêm este conjunto 

enquanto outras possuem apenas um subconjunto destas regiões conservadas 

(Figura 5) (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014). Esses blocos são 

frequentemente encontrados nas porções internas das proteínas e nas regiões 

de contato entre os três domínios. Desta maneira, em estudos com base nas 

estruturas e modelagem molecular, indicou-se que as toxinas que contêm 

todos ou alguns dos cinco blocos de sequências conservadas são suscetíveis a 

possuir a mesma estrutura dos três-domínios (PARDO-LÓPEZ et al., 2012). O 

suporte para sustentar esta informação foi a determinação da primeira estrutura 

tridimensional de uma proteína Cry (Cry3Aa) por técnicas de cristalografia de 

raios-X (LI et al., 1991). Até o momento, mais seis proteínas Cry da classe dos 

três-domínios tiveram suas estruturas tridimensionais elucidadas: Cry1Aa 

(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 proteínas apresentarem menos de 

20% de similaridade entre as sequências de aminoácidos todas mostram uma 

dobra similar composta por três domínios (BRAVO et al., 2012). 
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Figura 5 - Gráfico representativo da diversidade de proteínas Cry de B. 
thuringiensis. O tamanho de cada toxina é representado em escala e os cinco 
blocos conservados descritos em SCHNEPF et al. (1998) são destacados em 
cores. 

 
Fonte: Adang; Crickmore; Jurat-Fuentes, 2014 

 

 

As diferentes classes de proteínas Cry originam cristais de diferentes 

formatos como bipiramidais, circulares, cuboides, irregulares, ovoides e 

romboides, o que pode indicar o organismo suscetível à sua ação 

entomopatogênica (LERECLUS; DELÉCLUSE; LECADET, 1993). Sua 

atividade tóxica é específica, principalmente para os representantes das ordens 

Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera bem como para algumas 
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espécies de nematoides e ácaros (FEILTELSON; PAYNE; KIM, 1992; BRAVO 

et al., 2007).  

Dentre as proteínas Cry com atividade tóxica para coleópteros, as mais 

estudadas estão: Cry3, Cry1B, Cry1I, Cry7, Cry9 e Cry8 (TAILOR et al., 1992; 

SILVA CÍCERO; FERRAUDO; LEMOS, 2009; ALVES et al., 2011). As 

proteínas Cry18 e Cry14 também estão relacionadas porém, apresentam baixa 

homologia entre elas e com as outras toxinas (VAN FRANKENHUYZEN, 2009). 

Algumas proteínas têm sido descritas com atividade tanto para Lepidoptera 

como para Coleoptera (Cry1B e Cry1I) (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 

análise filogenética dos domínios destas proteínas, tem sido proposto que Cry9 

e Cry10A também podem ser ativos contra Coleoptera (BRAVO, 1997; 

MARTINS, 2009). 

Atualmente, cerca de 80 subespécies de Bt estão descritas e mais de 

700 genes cry foram também descritos sendo distribuídos em mais de 70 

classes. As atualizações da nomenclatura dos genes cry são constantemente 

depositadas no banco de dados disponível em: 

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

 

1.3.4 Mecanismo de ação das proteínas Cry 

 

As toxinas Cry de B. thuringiensis pertencem a uma classe de toxinas 

bacterianas conhecidas como proteínas formadoras de poros PFT (pore-

forming toxins) que são produzidas como proteínas solúveis em água e que 

sofrem mudanças conformacionais para se inserir ou para transportar-se nas 

membranas celulares de seu hospedeiro (BRAVO et al., 2007).  

Assim como com outras proteínas, 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 ação (JURAT-

FUENTES; CRICKMORE, 2016). O mecanismo de ação das proteínas Cry tem 

sido caracterizado, principalmente, em estudos com insetos da ordem Lepidoptera 

(BRAVO et al., 2007). Desta maneira, alguns mecanismos de toxicidade têm sido 

determinados indicando que não há apenas um modelo padrão, 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 específicos 

localizados na superfície celular do sistema digestório do hospedeiro. As 

protoxinas são ativadas pela ação de proteases do hospedeiro seguido por ligação 

ao receptor induzindo a formação de uma estrutura oligomérica (PARKER; FEIL, 

2005). Em revisão, tem-se a descrição de três modelos de ação das toxinas Cry: o 

modelo clássico (Figura 6), o modelo da ligação sequencial (Figura 7) e o modelo 

via de sinalização (Figura 8) (VACHON et al., 2012). 

O modelo clássico de ação 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 são ingeridas na forma de 

cristal são solubilizadas em pH alcalino no intestino médio dos insetos 

liberando protoxinas que são clivadas por proteases específicas resultando em 

toxinas ativas (SCHNEPF, et al., 1998, CAPALBO et al., 2005, VACHON, et al., 

2012). A toxina ativa é capaz de ligar-se a receptores específicos (caderina, N-

aminopeptidase, Fosfatase alcalina ou Glicoconjugado) presentes nas células 

epiteliais das microvilosidades intestinais do inseto formando poros permeáveis 

(KIROUAC et al., 2002; BRAVO et al., 2007; ROH et al., 2007). A presença 

desses poros na membrana plasmática interfere na fisiologia celular, anulando 

gradientes iônicos transmembranares, o que resulta em lise celular 

(KNOWLES; ELLAR, 1987).  

 

Figura 6 - Representação do modelo clássico de ação das proteínas Cry 

 
 Fonte: Adaptado e modificado de Adang; Crickmore; Jurat-Fuentes, (2014) 
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No segundo modelo, conhecido como “Ligação Sequencial”, os poros se 

formam na membrana plasmática resultante da ligação sequencial das 

proteínas Cry com um receptor específico de caderina que danifica o equilíbrio 

osmótico (MELO; SOCCOL; SOCCOL, 2014). Detalhes deste mecanismo têm 

sido elucidados a partir de estudos realizados com a proteína Cry1Ab e da sua 

atividade tóxica para insetos da Ordem Lepidoptera.  Neste caso, as toxinas 

Cry após serem ingeridas, são ativadas por proteases digestórias tornando-se 

receptivas às ligações com receptores de caderina que facilitam a proteólise da 

α-hélice 1, presente na porção N-terminal da proteína Cry, induzindo a 

formação de oligômeros (DORSCH; CANDAS; GRIKO, 2002; HUA et al., 2004; 

JIMÉNEZ-JUÁREZ et al., 2008). Estas ligações resultam na clivagem 

proteolítica das toxinas causando mudanças estruturais nas suas cadeias 

formando oligômeros que funcionam como “pré-poros” na membrana. O 

receptor de N-aminopeptidase tem afinidade molecular e atua na ancoragem 

do pré-poro na bicamada lipídica. Em seguida, ocorre a formação de poros na 

membrana apical das células intestinais promovendo um choque osmótico que 

conduz à morte do inseto (SOBERÓN, et al., 2009; VACHON, et al., 2012; 

ALMEIDA MELO; SOCCOL; SOCCOL, 2014). 

 

Figura 7 - Representação do modelo de ligação sequencial das proteínas Cry 

 
 
 Fonte: Adaptado e modificado de Adang; Crickmore; Jurat-Fuentes, (2014) 
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O terceiro modelo descrito, mais recentemente, é denominado “ação de 

via de sinalização”, no qual a citotoxicidade das proteínas pode afetar a célula 

de duas maneiras: a primeira, ocorre de forma lítica formando poros na 

membrana como no modelo de ligação sequencial; e na segunda, produzindo 

reações sucessivas que alteram o metabolismo celular (ALMEIDA MELO; 

SOCCOL; SOCCOL, 2014). Na segunda via, a citotoxicidade seria mediada 

pela ligação das toxinas Cry com receptores de caderina e N-aminopeptidase. 

Esse processo não está elucidado mas infere-se que neste processo ocorre a 

transmissão de estímulos que resultam na ativação de uma cascata de 

sinalização dependente de Mg2+ e uma via de sinalização estimulada pela 

proteína G e a adenilil-ciclase, resultando no aumento de concentração de 

adenosina monofosfato (AMP) cíclico intracelular e ativação da proteína 

quinase A, que desestabiliza o citoesqueleto promovendo a formação de canais 

iônicos na membrana plasmática ocasionando a morte celular (VACHON, et al., 

2012; ZHANG, et al., 2006). 

 

Figura 8 - Representação do modelo de ação de via de sinalização 

 
 
 Fonte: Adaptado e modificado de Adang; Crickmore; Jurat-Fuentes, (2014) 
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Até o momento, quatro proteínas que agem como receptoras que se 

ligam às toxinas Cry foram identificadas (Figura 9): a N-aminopeptidase (APN) 

e a fosfatase alcalina (ALP), ambas ancoradas à membrana por um 

glicosilfosfatidilinositol (GPI); a glicoproteína caderina (CADR) e uma proteína 

glicoconjugada (GCR).  

 

Figura 9 - Receptores moleculares da proteína Cry1Aa. CADR (caderina); APN 
(N-aminopeptidase); ALP (fosfatase alcalina) e GCR (glicoconjugado de 
270kDa) 

 
 Fonte: Bravo et al., (2007) 

 

Independentemente do mecanismo de ação, está bem estabelecido que 

as toxinas Cry modificam os enterócitos no intestino do inseto hospedeiro para 

comprometer a barreira epitelial intestinal, o que é fundamental para facilitar o 

acesso de B. thuringiensis à hemolinfa. Além disso, a integridade colapsante do 

epitélio intestinal durante a intoxicação por Cry também resulta em condições 

fisiológicas intestinais alteradas, que juntamente com a interação com a 

membrana do intestino médio favorecem a germinação do esporo de B. 

thuringiensis (DU; NICKERSON, 1996; BRAVO et al., 2007). 

 

1.4 Os genes cry 

 

As proteínas Cry são codificadas por genes cry que se localizam, 

principalmente em plasmídeos, preferencialmente em plasmídeos conjugativos 

(ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BÔAS, 2002) e, com menor frequência no 

cromossomo bacteriano (VILAS-BÔAS et al., 2007; ROH et al., 2009). Uma 
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linhagem de B. thuringiensis pode conter uma ou várias cópias de um mesmo 

gene cry ou diferentes cry responsáveis pela síntese de diferentes proteínas 

Cry que compõem um mesmo cristal (LERECLUS et al., 1993; ARANTES; 

VILAS-BOAS; VILAS-BÔAS, 2002). A preferência destes genes por plasmídeos 

conjugativos, somada a associação com sequências de inserção e transposons 

(Mahillon et al., 1994), pode justificar a diversidade destes genes e as 

diferentes combinações deles resultando em cristais proteicos com diferentes 

tipos de proteínas Cry e, consequentemente, em diferentes linhagens de Bt 

com perfil de toxicidade distintos (ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BÔAS 

2002; PÉREZ, 2004; PIGOTT; ELLAR, 2007). 

Os genes cry possuem elevados níveis de expressão. Em partes, esta 

característica pode ser explicada devido à 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 presença de um 

terminador transcricional com sequências repetidas e orientação palindrômica 

situado na extremidade 3’ do mRNA pode atuar como um retro-regulador positivo, 

protegendo o mRNA da degradação por exonucleases, aumentando assim a 

meia-vida das transcrições (WONG; CHANG, 1986). Além disso, a análise da 

expressão do gene cry3A de B. thuringiensis, revelou que a interação de uma 

sequência consenso Shine-Delgarno (SD) não transcrita com a extremidade 5’ do 

mRNA também é fator que pode influenciar na estabilidade da molécula 

(AGAISSE; LERECLUS, 1995).  

A classificação dos genes cry também pode ser determinada de acordo 

com os mecanismos de regulação transcricional que os controlam: aqueles, nos 

quais a expressão é controlada por fatores sigmas (σ) específicos de esporulação 

σK e/ou σE, denominados genes cry dependentes de esporulação e aqueles nos 

quais a expressão dos genes ocorre sob o controle do fator σA, durante a fase 

vegetativa, intitulados de genes cry independentes de esporulação (AGAISSE; 

LERECLUS, 1995; YANG et al., 2012). Outros fatores ainda podem contribuir para 

a regulação transcricional da expressão dos genes cry, como as proteínas PDH 

E2(+) e Spo0A (DENG et al., 2014). 

O controle da expressão dos genes cry1A, cry1C e cry1D é caracterizado 

pela presença de dois promotores que se sobrepõem garantindo uma taxa 

constante de transcrição durante o período de esporulação. A subunidade da 
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proteína PDH E2(+) é responsável por vincular regiões de DNA a montante dos 

promotores destes três genes. Porém, a presença de três sítios de ligação 

próximos, no gene cry1A, não encontrados no gene cry1C, sugere que ocorra 

maior afinidade do oligômero E2 para cry1A, diferenciando os mecanismos de 

expressão gênica entre estes (WALTER; ARONSON, 1999). Além disso, apesar 

da regulação do gene cry1A ser prioritariamente, dependente de esporulação, foi 

demonstrado que a sua transcrição também pode ser regulada, em níveis baixos, 

pela proteína Spo0A durante as fases exponenciais e de transição (YANG et al., 

2012). 

 

1.4.1 Genes cry dependentes de esporulação 

 

O ciclo de vida de B. thuringiensis pode ser dividido em quatro estágios: 

estágio I, de crescimento vegetativo; estágio II, transição para a esporulação; 

estágio III, de esporulação e estágio IV, no qual ocorre a maturação do esporo e 

lise celular (HILBERT; PIGGOT, 2004). As proteínas codificadas por genes cry 

dependentes de esporulação começam a ser sintetizadas no início do estágio II e 

são acumuladas na célula-mãe até a fase IV (RIBIER; LECADET, 1973). 

Estudos relacionados ao processo de esporulação da espécie de B. 

subtilis, demonstram que este é regulado temporariamente e espacialmente por 

um conjunto de fatores σ da RNA polimerase (PIGGOT; HILBERT, 2004). Os 

fatores σA e σH atuam na célula pré-divisional, antes da formação do septo que 

compacta o pré-esporo, σE e σK atuam na célula-mãe e σF e σG são ativos no pré-

esporo (WANG et al., 2013). Como os fatores σ que controlam o mecanismo de 

esporulação em B. thuringiensis apresentam similaridade funcional aos presentes 

na espécie B. subtilis, é assumido que o mesmo processo de esporulação ocorre 

em ambas as espécies (DRIKS, 2002; WANG et al., 2013).  

O desenvolvimento da esporulação é controlado por sucessivas ativações 

de fatores que se ligam à RNA polimerase para direcionar a transcrição 

determinando quais promotores específicos da esporulação serão reconhecidos 

(MORAN, 1993; AGAISSE; LERECLUS, 1995; SCHNEPF et al., 1998). O 

processo de diferenciação celular é regulado de maneira temporal e a nível 

transcricional, devido a ativação do fator σA durante a fase vegetativa e de cinco 

outros fatores (σH, σF, σE, σG, σK) regulados de forma temporal durante a fase de 
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esporulação (RIBIER; LECADET, 1973; AGAISSE; LERECLUS, 1995). A ativação 

constante dos fatores σE e σK nas células mãe garante a transcrição contínua e 

intensa dos genes cry (DENG et al., 2014). 

A regulação da expressão do gene cry1Aa de B. thuringiensis é um típico 

exemplo de genes que dependem da esporulação para serem expressos 

(AGAISSE; LERECLUS, 1995). A sua transcrição é controlada sequencialmente, 

durante a esporulação, por dois promotores sobrepostos, BtI e BtII (BRAVO et al., 

1996). Os promotores BtI e BtII são direcionados pelos fatores sigma σ35 e σ28, 

respectivamente, que apresentam homologia com os fatores sigma σE e σK de B. 

subtilis (BRAVO et al., 1996). BtI é ativo na fase de esporulação entre T2 e T6 (Tn 

indica o número de horas após o final da fase exponencial) e BtII é ativo de T5 em 

diante (SCHNEPF et al., 1998).  

Entre os genes dependente de esporulação, como cry1Aa, nos quais a 

transcrição é direcionada por dois fatores sigma, há aqueles em que a regulação 

da transcrição gênica é controlada por apenas um fator. Como os genes cry15A e 

cry2 que são regidos pela presença do fator σE (WIDNER; WHITELEY, 1989; 

BROWN, 1993) sendo expressos por um período relativamente mais curto quando 

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

 

1.4.2 Genes cry não-dependentes de esporulação 

 

O gene cry3Aa, presente em B. thuringiensis subsp tenebriones, que 

codifica a proteína Cry3Aa tóxica para coleópteros tem a fase vegetativa da 

bactéria como fator determinante da expressão gênica (Deng et al., 2014). Mas 

também pode apresentar expressão em menores concentrações na fase 

estacionária (SEKAR et al., 1987; SCHNEPF et al., 1998). A expressão do gene 

cry3Aa é dependente do fator sigma σA, que atua na célula pré-divisional, e não é 

influenciado pelos fatores de esporulação. Além disso, é provável que exista um 

evento repressor da expressão deste gene em fases mais avançadas da 

esporulação (AGAISSE; LERECLUS, 1994). 

De acordo com Zhou e colaboradores (2014), a sequência STAB-SD que 

estabiliza o complexo de transcrição do gene cry3 tem sido utilizada para melhorar 

os rendimentos das proteínas Cry. Neste caso, a combinação de promotores do 

gene cyt1A com a sequência estabilizadora do mRNA STAB-SD de cry3A, pode 
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aumentar as expressões dos genes cry2A e cry11A, dependendo da proteína 

específica produzida (PARK et al., 1999). Em comparação com as linhagens 

selvagens, observou-se que a produção da proteína Cry2A aumentou, 

praticamente cinco vezes enquanto a proteína Cry11A apresentou aumento de 

apenas 1,3 vezes (PARK et al., 1999).   

Além disso, vetores construídos com base no promotor do gene cry3A 

têm sido utilizados para expressar genes cry e produzir estirpes geneticamente 

modificadas (ZHOU et al., 2014). Em estudo realizado por Gárcia-Gomez et al. 

(2013), foi demonstrado que as proteínas Cry1AbMod e Cry1AcMod (versões 

modificadas de proteínas Cry, que apresentam melhores resultados no 

processo de oligomerização em lepidópteros) podem ser produzidas de forma 

eficaz em B. thuringiensis sob a regulação da região promotora do gene cry3A.  

Os genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa em B. thuringiensis são expressos, 

principalmente, durante a fase de esporulação. Entretanto, a transcrição destes 

genes foi detectada em pequenas proporções durante a fase de transição da 

célula-mãe começando em T-2 e seguindo até o início da esporulação. Esta 

expressão pode ser regulada devido a interação do fator σH e da proteína 

Spo0A, no qual a presença do fator σH ativa a expressão dos genes, durante a 

fase de transição, enquanto Spo0A reprime o processo quando as células 

iniciam a esporulação (PONCET et al., 1997). 

Uma outra característica que difere os genes dependentes de 

esporulação dos independentes de esporulação é evidenciada na linhagem 

LM1212. Esta estirpe pode apresentar populações que possuem diferenciação 

entre as células produtoras de cristais e as células formadoras de esporos, de 

modo que, os cristais são produzidos por uma subpopulação de células que 

não esporulam. Estudos sobre a expressão dos genes cry de LM1212 

revelaram que estes são expressos continuamente por várias horas e que os 

promotores que ativam os genes cry, no final da fase exponencial, não são 

controlados pelos fatores σE e σK, indicando que existe outro mecanismo de 

regulação gênica (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 entomopatogênica para larvas da 

broca-do-café. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Promover a amplificação da sequência completa de cada um 

dos genes cry preditos para a linhagem BR 58; 

• Clonar individualmente os genes cry presentes nesta linhagem; 

• Avaliar a expressão individual de cada gene em linhagens 

acristalífera de B. thuringiensis. 
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CAPÍTULO 1: Clonagem e caracterização dos genes cry de Bacillus 
thuringiensis BR58 entomopatogênica para larvas de Hypothenemus 
hampei, broca-do-café. 
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de Ciências Biológicas, Campus Universitário, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 
445 Km 380, 86057-970, Londrina-PR, Brasil. 

 

 

RESUMO 

 

A broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleóptera: 
Curculinoide: Scolytinae), é considerada uma das pragas de maior risco 
fitossanitário de importância econômica para a cultura do café. A utilização de 
agentes sintéticos tem sido questionada por apresentarem componentes que 
podem causar problemas como a contaminação ambiental e humana além de 
incrementar os custos de produção. Uma saída para a diminuição da sua 
utilização é a substituição por agentes de controle biológico. Recentemente, foi 
demonstrado que o isolado Bacillus thuringiensis BR58, contém os genes 
cry4A, cry4B, cry10A, cry11A, 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 
sequências foram submetidas ao alinhamento pela ferramenta BLAST e 
avaliadas para a confirmação das regiões promotoras e das ORFs pelas 
ferramentas online BPROM e ORFfinder. Em seguida, foram construídos 
iniciadores específicos contendo os sítios de enzimas de restrição BamHI, 
HindIII e SalI, 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 acristalífera de B. thuringiensis 
407.1. Até o momento, as proteínas cry60A e cry60B foram expressas e 
tiveram o perfil proteico avaliado em SDS-PAGE. Novas etapas de 
transformação nas linhagens de Escherichia coli e B. thuringiensis estão 
previstas para os demais genes como perspectivas de continuidade deste 
projeto.  
 
Palavras chave: Coleoptera, praga, controle biológico.   
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INTRODUÇÃO 

 

A cafeicultura brasileira, destaca-se mundialmente por ter a maior 

produção e exportação de grãos de Coffea arabica L. e Coffea canephora 

Pierre ex Froehner (MAPA, 2016) com produtividade de 44.774,3 milhões de 

sacas de 60 kg, de café beneficiado, para a safra de 2017 (CONAB, 2017). 

Entretanto, os cafezais são ambientes sujeitos a constantes 

problemas relacionados a fitossanidade como a ação de insetos, ácaros e 

plantas daninhas (FERREIRA; LEITE; LASMAR, 2012). A broca-do-café, 

Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleóptera: Curculinoide: 

Scolytinae), é considerada uma das pragas de maior risco fitossanitário e 

importância econômica na produção desta cultura em praticamente todos os 

países produtores da América do Sul, Central e Norte, África e Ásia (MAPA, 

2016; ROMERO; CORTINA, 2007). Em revisão realizada por Oliveira et al. 

(2013), foi demonstrado que os prejuízos econômicos causados pela broca 

na produção brasileira podem apresentar valores entre 215-358 milhões de 

dólares por ano. 

Atualmente, o controle desta praga é realizado, principalmente, por 

produtos que contém o princípio ativo de dois grupos registrados no país 

(Ciantraniliprole, Chlorantraniliprole + Abamectina) (MAPA, 2016). 

Ciantraniprole é um inseticida do grupo das diamidas antranílicas 

(antranilamida), desenvolvido por IE DuPont de Nemours and Company, Inc. 

que possuem menor toxicidade a organismos não 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 contaminação ambiental, humana e de outros organismos. 

Uma saída para a redução da utilização dos agentes sintéticos é a 

substituição por agentes de controle biológico. Segundo Vilas-Bôas e 

colaboradores (2007), a bactéria entomopatogênica Bacillus thuringiensis 

(Bt) tem se mostrado como controlador efetivo devido seu poder inseticida e 

vem sendo utilizada há mais de cinco décadas no controle biológico de 

diversos insetos-praga (POLANCZYK, 2004).  

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

concomitância com o processo de esporulação, uma estrutura cristalina 
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parasporal composta de proteínas denominadas Cry ou δ-endotoxinas 

(VILAS-BÔAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Essas proteínas possuem 

atividade tóxica altamente específica, de modo que não causam danos a 

insetos não alvo, a vertebrados e ao meio ambiente. São produzidas em 

forma de protoxinas, que ao serem ingeridas se ligam a receptores 

específicos localizados na membrana das células epiteliais dos insetos. Esta 

ligação promove o rompimento das células liberando o conteúdo intestinal 

na hemocele causando infecção generalizada e morte do inseto (VIDAL-

QUIST; CASTAÑERA; GONZÁLEZ-CABRERA, 2009; VILAS-BÔAS; 

PERUCA; ARANTES, 2007).  

O mercado mundial de bioinseticidas no ano de 2015 foi avaliado em 

3 bilhões de dólares, apresentando crescimento anual composto de mais de 

15% desde o ano de 2009, no qual o faturamento rendeu 1,9 bilhões de 

dólares. 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 bilhões de dólares até 2023.  

Recentemente, Zorzetti e colaboradores (2015) demonstraram que o 

isolado B. thuringiensis BR58, contém os genes cry4A, cry4B, cry10A, 

cry11A, cry60A, cry60B e apresenta importante atividade inseticida tanto 

para Aedes aegypti (SANTOS et al., 2012) quanto para H. Hampei, no 

entanto não se conhece ainda não foi elucidado o papel de cada uma desta 

proteínas no processo de patogênese frente aos insetos. Neste contexto, 

com o presente trabalho objetiva-se a caracterização, clonagem e expressão 

individual dos genes cry encontrados na linhagem B. thuringiensis BR58 

visando a possibilidade da utilização dos mesmos em novas aplicações 

biotecnológicas frente as infestações causadas por H. hampei. 

 

MATERIAL E MÉTÓDOS 

Linhagens de B. thuringiensis e Escherichia coli 

 

Os genes cry (cry4A, cry4B, cry10A, cry11A, cry60A e cry60B), que 

ainda não tiveram a sua atividade entomopatogência avaliada, fazem parte do 

genótipo da linhagem BR58 de B. thuringiensis pertencente ao Banco de 

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

Para as primeiras etapas de transformação foram utilizadas as linhagens 

de E. coli K-12 TG1 [F' traD36 proAB lacIqZ ΔM15] supE thi-1 Δ(lac-proAB) 

Δ(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 thi1 

tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1 glnV44] (Stratagene, La Jolla, CA, USA) 

gentilmente, cedidas pelo Doutor Didier Lereclus do Instituto INRA, na França. 

A linhagem acristalífera de B. thuringiensis 407.1 foi utilizada na última etapa 

para a expressão dos genes cry individualmente. 

Extração de DNA genômico  

A linhagem de B. thuringiensis BR58 estocada em papel de filtro foi 

imersa em 1 mL de água destilada esterilizada e brevemente agitada para 

promover a suspensão dos esporos. Dessa suspensão, foram retirados 20 µL e 

inoculados em placas de Petri contendo meio Nutrient Agar (NA) e cultivado por 

96 h a 37 °C até a completa esporulação. As culturas foram monitoradas quanto 

à presença de cristais e possíveis contaminantes a partir da sua observação em 

microscópio óptico com aumento de 100x. A partir desta cultura, com o auxílio de 

um palito esterilizado, três colônias 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 extração de DNA genômico. 

Amostras de DNA genômico da linhagem BR58 de B. thuringiensis foram 

extraídas com o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA) 

seguindo as recomendações 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). 

 

Amplificação dos genes cry 

 

A amplificação dos genes de interesse foi realizada por método de PCR 

utilizando iniciadores específicos, desenvolvidos a partir do genoma da linhagem 

BR58 depositada no banco de dados do NCBI (acesso LIIT01000231.1) 

(ZORZETTI et al., 2015). Com o auxílio do programa Mega6 (TAMURA et al., 
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2013) as sequências dos genes cry foram alinhadas com outras sequências dos 

respectivos genes depositados no banco de dados do NCBI para avaliar a 

similaridade entre as mesmas. Em função da estratégia de clonagem, os 

iniciadores para os genes cry4A, cry4B, cry11A, cry60A e cry60B foram 

construídos incluindo sítios de restrição para as enzimas BamHI e HindIII e, o 

gene cry10A, com as enzimas BamHI e SphI. A confirmação das regiões 

promotoras e das Orfs das sequências foi realizada com a utilização das 

ferramentas de software Softberry (www.softberry.com/) e Orfinder 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). 

Para a amplificação dos genes cry foi preparada uma reação de PCR 

com volume total de 50 µL contendo: 1 U de Taq Dna High Fidelity (Invitrogen, 

Brasil), 5 µL de tampão 10X (200 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM de KCl), 2 µL 

MgSO4 2,0 mM, 1 µL de dNTP 10 mM, 1 µL de cada iniciador 10 µM, 2,0 µL de 

DNA genômico e 38,8 µL de água Milli-Q esterilizada. O ciclo utilizado foi 

planejado de acordo com o número de pares de base, conteúdo de GC e em 

função do número de pares de base de cada iniciador e do produto de 

amplificação esperado (Tabela 1). 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 1% em tampão SB (NaOH, H3BO3, H2O 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, sequência dos iniciadores 
contendo os sítios das enzimas de restrição, parâmetros de amplificação e tamanho do fragmento amplificado com os 
oligonucleotídeos específicos. Todas as reações tiveram um passo inicial de desnaturação à 94 °C por 2 min. Sítios enzimáticos 
em negrito e sublinhados. 

Genes Iniciadores Sequência  Ciclos Desnaturação Pareamento Extensão Produto 
(pb) 

cry4A cry4ARBS  
e 

cry4AR 
 

5’CGCGGATCCAGCGAGAAAGGTCGTGAACCCTATG 
5’ CCCAAGCTTTTACTCGTTCATGCAAATTAA 

 

 
35 

 
15s, 94 °C 

 
30s, 55 °C 

2min, 
72°C 

 
1485 

cry4B cry4BRBS 
e 

cry4BR 
 

5’ CGCGGATCCGAATATGGGAGGAATAAATATG 
5’ CCCAAGCTTCATTTGTATCTAATGCCCCTG 

 

 
35 

 
15s, 94 °C 

 
30s, 55 °C 

3min, 
72°C 

 
2640 

cry11A cry11ARBS 
e 

cry11AR 
 

5’ CGCGGATCCAAAGGTGGAATGAATTATATG 
5’ CCCAAGCTTCTACTTTAGTAACGGATTAA 

 

 
35 

 
15s, 94 °C 

 
30s, 55 °C 

2min, 
72°C 

 
1950 

cry10A cry10ARBS 
e 

cry10AR 
 

5’ CGCGGATCCAGTTATGGGAGGAATAGATATG 
5’ CGGCATGCTTAATTAACAAATAAATCATTC 

 

 
35 

 
15s, 94 °C 

 
30s, 48 °C 

2min30s, 
72°C 

 
2043 

cry60A cry60ARBS 
e 

cry60AR 
 

5‘ CGCGGATCCTGCGAGGGGGAATATCTTTATGG 
5’ CCCAAGCTTTTACTCAACTAGCCTCACAGG 

 

 
35 

 
15s, 94 °C 

 
30s, 55 °C 

1min, 
72°C 

 
924 

cry60B cry60BRBS 
e 

cry60BR 

5’ CGCGGATCCAGGGAGGCATTTTAATGACAATT 
5’ CCCAAGCTTTTAAGATCTATCACAATATGG 

 
35 

 
15s, 94 °C 

 
30s, 50 °C 

1min, 
72°C 

 
972 
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Recombinação dos genes cry em vetor plasmidial pHT315xylA 

Os produtos da amplificação dos genes cry4A, cry4B, cry 10A, 

cry11A, cry60A e cry60B foram purificados e digeridos com as enzimas 

BamHI, HindIII e SpHI de acordo com a sequência dos sítios de restrição 

utilizadas na construção dos oligonucleotídeos. 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 plasmídeo pHT315xylA. Erm – gene 
de resistência a eritromicina; Amp – gene de resistência a Ampicilina; 
Posição das enzimas de restrição HindIII, SpHI e BamHI. 
 

 
Fonte: Próprio autor 

 

A reação de ligação foi preparada com um volume final de 20 µL 

contendo: 1 µL de ligase T4 (Invitrogen), 2 µL de tampão 5X (10 mM Tris-

HCl pH 7,5, 50 mM KCl, 1mM DTT, 50% (v/v) glicerol) e 1 µL vetor 

pHT315PxylA. O volume da solução contendo o inserto foi calculado com o 

auxílio da ferramenta Nebiocalculator (www. nebiocalculator.neb.com/) na 

proporção de 3:1 (vetor/inserto) de acordo com a concentração de cada 

produto de PCR e completada com água Milli-Q esterilizada. As soluções 

foram incubadas a 37ºC por uma hora e armazenadas a -20°C até o 
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momento de uso. O esquema da construção do plasmídeo pHT315PxylA 

está representado na (Figura 11). Os vetores resultantes foram utilizados 

para a transformação de células competentes de E. coli (TG1 e ET12527) e 

B. thuringiensis 407.1.  

Figura 11 - Representação da estratégia de amplificação e clonagem do 
gene cry. A primeira etapa consiste na amplificação do gene cry com os 
oligonucleotídeos cry4ARBS e cry4R resultando o fragmento correspondente 
ao gene cry. A segunda fase engloba a reação de restrição do vetor 
pHT315xyl e do produto de amplificação do gene cry com as enzimas de 
restrição BamHI e HindIII. A terceira fase, envolve a reação de ligação do 
fragmento contento o gene cry no vetor pHT315PxylIA utilizado no processo 
de transformação das células E. coli (TG1 e ET 12527) e B. thuringiensis 
407.1. Para todos os genes, foram aplicadas as mesmas estratégias de 
amplificação e clonagem, com alteração somente das enzimas de restrição 
utilizadas.  

 
Fonte: Próprio autor 

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

 

Para a produção das células competentes, utilizadas nas primeiras 

etapas de clonagem, as linhagens de E. coli (TG1 e ET12527) foram 
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cultivadas até densidade óptica (D.O) entre 0,4 e 0,6, em 10 mL de meio LB 

(Luria-Bertani) a 37ºC sob agitação (180 rpm), imersas em gelo por 2 

minutos e centrifugadas a 6000 rpm por 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de TSS (LB, 10% PEG 

3350, 5% DMSO, 20 mM MgSO4), estocadas em alíquotas de 100 µL 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 pHT315PxylIA e 

transformados via choque térmico nas células E. coli TG1, utilizada como 

hospedeira para a replicação dos plasmídeos (SAMBROOK et al., 2001). A 

primeira etapa de clonagem é considerada mais crítica pois a bactéria deve 

adquirir um plasmídeo do meio e replicá-lo eficientemente. Neste sentido, a 

escolha de uma bactéria que apresente níveis de replicação melhores é um 

fator limitante para a eficiência da transformação. À vista deste motivo, 

optou-se por utilizar a linhagem E. coli TG1 (MACALUSO E METTUS, 1991).  

Para cada experimento de transformação foi preparada uma solução 

contendo 20 µL de KCM 5X (0,5 M KCl, 0,15 M CaCl2, 0, 25 M MgCl2), 20 µL 

de produto de ligação e 60 µL de água milli-Q esterilizada. O volume de 100 

µL final foi homogeneizado com 100 µL de suspensão de células 

competentes, mantido no gelo por 20 min e submetido a choque térmico a 

37ºC por 5 min. Decorrido os 5 min foram adicionados 800 µL de meio LB, 

seguido de incubação a 40 rpm por 60 min. Após 60 min, as células foram 

centrifugadas a 6.000 rpm por 3 min,  ressuspendidas em 100 µL de meio 

LB líquido e inoculadas em meio LB sólido suplementado com 100 µg/mL do 

antibiótico ampicilina, para promover a seleção das bactérias contento o 

plasmídeo sendo então incubadas overnight a 37ºC. 

As colônias selecionadas foram inoculadas em 4 mL de meio LB, 

contendo 100 µg/mL de ampicilina e incubadas por 16 horas a 37ºC sob 

agitação (180 rpm). Após este período, o DNA plasmidial foi extraído 

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 

plasmídeo com o gene de interesse, foram preparadas reações de PCR e 

restrição enzimática para todas as soluções de DNA plasmidial. Para as 
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reações de PCR utilizando o oligonucleotídeo específico para o vetor 

pHT315PxylA (PR – AGCGGATAACAATTTCACACAGGA e xylA – 

GGGGGAAATCACATGGCTCAATC) com um volume total de 20 µL 

contendo: 1 U de Taq Dna polimerase (Invitrogen, Brasil), 1 µL de MgCl2 

50mM, 2 µL de tampão 10X (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl), 1,5 µL 

de cada iniciador 10 µM, 0,5 µL de DNA plasmidial e água ultrapura 

esterilizada para o volume final. O ciclo utilizado foi constituído por 

desnaturação inicial a 94°C/5 min, seguido de 35 ciclos (94 °C por 30s, 55 

°C por 30s e 72 °C por 30s) e extensão final de 72 °C por 5 minutos. As 

soluções de restrição foram preparadas com as enzimas de acordo com o 

sítio de restrição inserido e submetidas a 37°C por 1 hora; avaliados por 

eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampão SB (NaOH, H3BO3, H2O 

destilada); corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizadas em 

transiluminador de luz ultravioleta utilizando como parâmetro o marcador de 

peso molecular 1Kb DNA plus ladder (Life Technologies). 

Embora a transformação inicial em linhagem TG1 seja mais eficiente, 

esta estirpe metila o DNA plasmidial tornando a transformação em B. 

thuringiensis menos eficaz (MACALUSO E METTUS, 1991). Desta maneira, 

para a obtenção de um DNA não metilado, o DNA plasmidial obtido da 

linhagem TG1 foi submetido a uma segunda etapa de transformação com a 

linhagem E. coli ET12527 (Stratagene, La Jolla, CA, USA) com a utilização 

do mesmo método aplicado em E. coli TG1. 

 

Sequenciamento de DNA e análise in silico das sequências 

 

O sequenciamento foi feito a partir do DNA plasmidial obtido das 

células transformadas de E. coli TG1 com o kit de sequenciamento 

“BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits” (Applied Biosystems) 

utilizando o oligonucleotídeo específico para o vetor pHT315PxylA (PR – 

AGCGGATAACAATTTCACACAGGA e xylA – 

GGGGGAAATCACATGGCTCAATC) no sequenciador automático ABI 

PRISM™ 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A qualidade do 

sequenciamento foi confirmada pela análise dos cromatogramas no 

programa Sequencher v.5.0 (GeneCodes Inc., Ann Arbor, MI, USA).  
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As sequências obtidas foram comparadas às depositadas no banco 

de dados do GeneBank por BLASTn e BLASTx 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para as análises da sequência de 

aminoácidos quanto à confirmação do quadro de leitura aberta foi utilizado a 

ferramenta ORFFinder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).   

 

Transferência das construções contendo genes cry para B. 

thuringiensis  

 

Para produção 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 agitação a 180 rpm, sendo recuperadas por 

centrifugação por 10 min, 4°C em 6.000 rpm. O sobrenadante foi descartado 

e as células lavadas por três vezes com água ultrapura a 4°C visando a para 

retirada do excesso de sais. Após as lavagens, as células foram 

ressuspendidas em 800 µL de solução PEG 6000 40%, aliquotadas em 300 

µL e armazenadas a -20°C até o momento de uso.  

Os vetores pHT315PxylA foram transformados na linhagem B. 

thuringiensis 407.1 para avaliação da expressão individual de cada gene cry 

clonado pelo método de eletroporação (Lereclus, 1989). Para tanto, 15 µL 

da solução de DNA plasmidial, extraídos das células E. coli 12527 foram 

transferidos para cubetas 10mm 2 mL. Em seguida, foi acrescido 300 µL das 

células competentes 407.1 e a solução submetida a eletroporação (2,5 KV, 

1000 Ω de resistência e capacidade de 25 µF e constante de tempo entre 10 

e 20 ms), utilizando Eppendorf® Electroporator 2510. A solução foi 

homogeneizada com 2 mL de meio LB líquido (não suplementado com 

antibiótico) submetida a agitação 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 µL de meio LB líquido. A suspensão de células 

obtidas foi inoculada em meio LB sólido suplementado com 10 µg/mL do 

antibiótico eritromicina, para promover a seleção das bactérias contendo o 

plasmídeo, sendo incubadas overnight a 37°C. 

Após a incubação, algumas colônias obtidas foram selecionadas e 

inoculadas em 4 mL de meio LB líquido suplementado com o antibiótico 
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eritromicina a 50 mg/µL e cultivadas overnight a 37°C, sob agitação a 175 

rpm. Após este período, a cultura foi utilizada para a extração 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 extraídos foram avaliados por amplificação 

e restrição enzimática com os mesmos padrões e métodos aplicados para 

as células transformadas de E. coli (TG1 e ET12527). 

Produção de esporos/cristais  

Os clones contendo os genes de interesse foram selecionados para a 

verificação da produção de esporos/cristais. Neste caso, uma colônia de 

407- transformada foi inoculada em 4 mL de meio HCT (Lecadet et al., 1980) 

líquido suplementado com o antibiótico eritromicina a 50 mg/µL e cultivadas 

overnight a 30°C, sob agitação de a 175 rpm. Após este período, 300 µL 

deste pré-inóculo foram inoculados em 30 mL de meio líquido HCT e 

cultivados até D.O 0,7 a 30°C sob agitação a 175 rpm. À solução foram 

adicionados 300 µL de xilose 2M para indução da produção dos cristais 

concomitantemente à esporulação e a cultura foi novamente incubada a 

30°C sob agitação a 175 rpm por aproximadamente 16h. Também foram 

preparadas culturas não induzidas por xilose, em 30 mL de meio líquido 

HCT contendo células da BR58 como controle positivo da expressão dos 

genes e da 407.1 selvagem e dos clones confirmados como controle 

negativo. 

Lâminas da cultura líquida foram preparadas e coradas de acordo 

com método de Smirnoff (1962) utilizando soluções de amido black e fucsina 

e visualizadas em microscópio óptico para a observação das células durante 

o processo de esporulação e verificação da produção dos cristais. 

 

Análise das proteínas Cry através de SDS-PAGE 

 

Para a análise das proteínas em gel SD-PAGE, primeiramente, foi 

preparado um pré-inóculo contento 4 mL de meio HCT suplementado com 
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eritromicina contendo três colônias da estirpe recombinante. Este pré-

inóculo foi submetido a agitação a 100 rpm a 30°C por 16 horas. Passado 

este período, 300 µL do pré-inóculo foram transferidos para 30 mL de meio 

líquido HCT, não suplementado com antibiótico, e incubados a 30°C sob 

agitação a 100 rpm até D.O 0,7.  

A esta cultura, foram adicionados 300 µL de xilose para promover a 

indução da expressão do gene e a solução foi, novamente, incubada a 30°C 

sob agitação a 100 rpm até completa esporulação (aproximadamente 96 

horas). Após a comprovação da esporulação por visualização em 

microscópio óptico as soluções de esporo/cristal foram submetidas ao 

procedimento de caracterização das proteínas 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 

microcentrífuga de 2 mL e submetidos a centrifugação a 12.000 x g por 20 

min. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos 

lavados com 1,5 mL de solução de NaCl 0,5 M, submetidos a nova 

centrifugação e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram 

lavados a uma temperatura de 4°C em água 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. Após o descarte dos 

sobrenadantes, a massa de esporo-cristal obtida foi ressuspendida em 

PMSF 1 mM e armazenados a -20 C. 

A solução de esporo-cristal foi submetida à eletroforese em gel de 

poliacrilamida desnaturante, contendo dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE 

10%) em tampão tris-glicina a fim de analisar a massa molecular e a 

integridade das proteínas produzidas (LAEMMLI, 1970). Foram solubilizadas 

15 μL das preparações de esporos-cristais, armazenadas a -20 °C em 25 μL 

de água destilada e tratadas por 10 min a 100 °C. Em seguida, 25 μL da 

solução de carga foram adicionados ao preparado e 15 µL 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 solução contento 

ácido acético (98%), álcool metílico (98%) e comassie blue. Em seguida, 

submerso em solução descorante (água destilada, etanol absoluto e ácido 
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acético na proporção de 6:2:1, respectivamente) por 20 minutos, seguido de 

24 horas em água destilada. 

O tamanho dos fragmentos esperados foi verificado comparando-se 

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

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

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

 

Os resultados para as reações de amplificação a partir do DNA 

genômico da linhagem de B. thuringiensis BR58, mostraram produtos de PCR 

com 1498, 2460, 2043, 1950, 924 e 972 pares de bases para os genes cry4A, 

cry4B, cry10A, cry11A, cry60A e cry60B, respectivamente, e que estão em 

acordo com as sequências preditas para esse genoma e depositadas no 

Genbank (número de acesso LIIT00000000) (ZORZETTI et al., 2015).  

Os genes cry4A, cry4B, cry11A e cry10A, produzem as toxinas Cry4A, 

Cry4B, Cry11A e Cry10A respectivamente, as quais foram anteriormente 

relatadas com atividade entomopatogênica específicas para dípteros (INSELL; 

FITZ-JAMES, 1985; DELÉCLUSE et al., 1993; DELÉCLUSE; ROSSO; RAGNI, 

1995; IBARRA et al., 2003; JOUZANI; VALIJANIAN; SHARAFI, 2017). 

Contudo, alguns trabalhos têm demonstrado que o espectro de ação destas 

proteínas pode ser ampliado para alguns lepidópteros (IGNOFFO et al., 1981; 

VASSAL et al., 1993; SAYYED et al., 2001; DE SOUZA et al., 2009) e 

coleópteros (MÉNDEZ-LÓPEZ et al., 2003; MARTINS et al., 2007; ASOKAN; 

SWAMY; THIMMEGOWDA; MAHMOOD, 2013). Os genes cry60A e cry60B 

foram encontrados pela primeira vez, após o sequenciamento do genoma de B. 

thuringiensis subsp. israelenses ATCC 34646 (ANDERSON et al., 2005) e a 

identificação e caracterização da atividade das proteínas codificadas por estes 

genes foram realizadas por Sun e colaboradores (2013), ao observarem 

pequena atividade tóxica para dípteros. 

Dentre os seis genes cry preditos na BR58, cinco deles foram clonados 

no plasmídeo pHT315PxylA resultando na construção dos plasmídeos 

pHT315Pxylcry4A, pHT315Pxylcry4B, pHT315Pxylcry11A, 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 pHT315xylcry11A. As setas em preto indicam 

os sítios das enzimas de restrição utilizadas no processo de recombinação 

(BamHI e HindIII). As setas em roxa indicam a posição e direção do promotor 

de xilose e as setas em azul indicam a posição e direção dos genes cry. Genes 

que conferem resistência a ampicilina (Amp) e eritromicina (Erm) também estão 

representados na figura. 

 

Fonte: O próprio autor 

 

Os plasmídeos recombinantes, contendo os genes cry4A, cry4B, cry60A, 

cry60B e cry11A foram transformados em E. coli TG1, gerando os clones 

TG1pHT315PxylIAcry4A, TG1pHT315PxylIAcry4B, TG1 pHT315PxylIAcry60A, 

TG1pHT315PxylIAcry60B e TG1pHT315PxylIAcry11A. A confirmação da 

presença dos vetores contendo os genes cry por reação de PCR com os 

iniciadores vetoriais e por dupla digestão com as enzimas BamHI e HindIII é 

demonstrada na Figura 13.  

 



72 
 

Figura 13 - (A). Amplificação 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 amplificação do gene cry4B (2460 pb). (4) gene cry60A (924 
pb). (5) gene cry60B (972 pb). (6) gene cry11A (1950 pb). (B) Confirmação dos 
genes por dupla restrição. As setas em branco indicam o tamanho do 
fragmento esperado do gene e as setas em verde indicam o tamanho do 
fragmento esperado do plasmídeo. (7) Marcador de massa molecular 1 Kb Plus 
DNA Ladder. (8) perfil da dupla restrição cry4A. (9), perfil da dupla restrição 
cry4B. (10) perfil da dupla restrição cry60A. (11) perfil da dupla restrição 
cry60B. (12) perfil da dupla restrição cry11A.                                   

          
         Fonte: própri autor 

 

As sequências obtidas pelo sequenciamento do DNA plasmidial dos 

transformantes TG1 pHT315PxylIAcry4A, TG1 pHT315PxylIAcry4B e TG1 

pHT315PxylIAcry60B foram comparadas por Blastn e apresentaram 95% de 

similaridade em comparação com os genes cry4A (número de acesso 

LIIT01000238.1), cry4B (número de acesso LIIT01000231.1) e cry60B (número 

de acesso LIIT01000228.1) respectivamente, TG1pHT315PxylIAcry60A 

apresentou 94% de identidade em comparação com o gene cry60A (número de 

acesso LIIT01000228.1) e TG1pHT315PxylIAcry11A apresentou 98% de 

identidade em comparação com o gene cry11A (número de acesso 

LIIT000204.1). Os resultados obtidos a partir do alinhamento das sequências 

obtidas para os genes cry4A, cry4B, cry60A e cry60B estão dispostos nos 

anexos 1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente. 

Os plasmídeos recombinantes, contendo os genes cry4A, cry4B, cry60A, 

cry60B e cry11A extraídos da linhagem TG1, foram transformados em E. coli 
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ET, gerando os clones ETpHT315PxylIAcry4A, ETpHT315PxylIAcry4B, ET 

pHT315PxylIAcry60A, ET1pHT315PxylIAcry60B e ETpHT315PxylIAcry11A e 

confirmados com os mesmos métodos aplicados aos clones em TG1 (Figura 

14). 

 
 
Figura 14 - (A). Amplificação 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 cry11A (1950 pb). (B) Confirmação dos genes por dupla 
restrição. As setas em azul indicam o tamanho do fragmento do gene e as 
setas em branco indicam o tamanho do fragmento do plasmídeo. (7) Marcador 
de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (8) perfil da dupla restrição cry4A. 
(9), perfil da dupla digestão cry4B. (10) perfil da dupla restrição cry60A. (11) 
perfil da dupla restrição cry60B. (12) perfil da dupla restrição cry11A. 

              
Fonte: próprio autor 
 
 

A transformação dos plasmídeos extraídos da linhagem ET em B. 

thuringiensis 407.1 deram origem aos clones 407pHT315PxylIAcry4A, 

407pHT315PxylIAcry4B, 407pHT315PxylIAcry60A, 407pHT315PxylIAcry60B e 

407pHT315PxylIAcry11A (Figura 15). 
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Figura 15 - (A). Amplificação 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) cry11A (1950 pb). (B) Confirmação dos genes por dupla restrição. As 
setas em branco indicam o tamanho do fragmento esperado do gene e as 
setas em azul indicam o tamanho do fragmento esperado do plasmídeo. (7) 
Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (8) perfil da dupla 
restrição cry4A. (9), perfil da dupla restrição cry4B. (10) perfil da dupla restrição 
cry60A. (11) perfil da dupla restrição cry60B. (12) perfil da dupla restrição 
cry11A. 

         
Fonte: Próprio autor 
 

 

 

Expressão das proteínas Cry60A e Cry60B 

 

As células recombinantes de B. thuringiensis 407.1 contendo os genes 

cry60A e cry60B apresentaram esporulação normal em meio HCT (Figura 16). 

Entretanto, não foi possível verificar a formação de nenhuma inclusão proteica 

sob visualização em microscópio óptico de luz em lente com aumento de 100x.  
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Figura 16 - Microscopia óptica dos recombinantes de B. thuringiensis 
produzindo esporos. (A) e (B), células recombinantes contendo o gene cry60A 
e cry60B em fase de esporulação, respectivamente. As setas indicam o esporo 
se formando na região paracentral da célula. 

 
Fonte: Próprio autor 

 

A eletroforese em gel SDS-PAGE demonstrou que as células 

recombinantes 407pHT315PxylIAcry60A e 407pHT315PxylIAcry60B, 

expressam um polipeptídeo de 33 kDa e 35 kDa, respectivamente. Esta 

proteína não foi visualizada nas linhagens 407.1 e 407pHT315PxylIAcry60B 

não induzidas por xilose, enquanto na estirpe 407pHT315PxylIAcry60A 

observou-se pequena produção das inclusões, mesmo sem indução por xilose 

(Figura 17).  
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Figura 17. Análise da expressão das proteínas Cry60A e Cry60B pelas células 
recombinantes 407pHT315PxylIAcry60A e 407pHT315PxylIAcry60B, 
respectivamente, em eletroforese em gel SDS-PAGE 10%. A presenã de 
proteínas é indicada com as setas pretas, enquanto as setas brancas 
representam a ausência 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 acristalífera de 
B. thuringiensis 407.1. (4) perfil proteico do recombinante 
407pHT315PxylIAcry60A, não induzido por xilose (S/I). (5) perfil proteico do 
recombinante 407pHT315PxylIAcry60A, induzido por xilose (I). (6) perfil 
proteico do recombinante 407pHT315PxylIAcry60B, não induzido por xilose 
(S/I). (7) perfil proteico do recombinante 407pHT315PxylIAcry60B, induzido por 
xilose (I). 

 

 

A expressão das proteínas pelos recombinantes cry60A e cry60B são 

similares as proteínas 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 produção de polipeptídeo pelo recombinante 

407pHT315PxylAcry60A não induzido pode ser explicada por um possível 
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“escape” no sistema de expressão gênica, no qual a expressão gênica ocorre 

na ausência do indutor, porém, em níveis baixos. 

Em resumo, do total de seis genes cry anteriormente identificados na 

linhagem BR58, cinco genes (cry4A, cry4B, cry11A, cry60A e cry60B) foram 

clonados no vetor pHT315xylA. Os plasmídeos recombinantes 

(TG1pHT315PxylIAcry4A, TG1pHT315PxylIAcry4B, TG1 pHT315PxylIAcry60A, 

TG1pHT315PxylIAcry60B e TG1pHT315PxylIAcry11A) obtidos foram então 

transformados em E. coli TG1 enquanto que em E. coli ET foram transformados 

os plasmídeos recombinantes ETpHT315PxylIAcry4A, ETpHT315PxylIAcry4B, 

ET pHT315PxylIAcry60A, ET1pHT315PxylIAcry60B e ETpHT315PxylIAcry11A. 

Da mesma forma, na linhagem B. thuringiensis 407.1 foi possível a 

transformação com o plasmideos 407pHT315PxylIAcry4A, 

407pHT315PxylIAcry4B, 407pHT315PxylIAcry60A, 4071pHT315PxylIAcry60B 

e 407pHT315PxylIAcry11A. 
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A tabela 2 indica as etapas realizadas dos experimentos do trabalho: 
 
Tabela 2 - Os sinais de ( + ) indicam que a etapa já está finalizada e os sinais de ( - ) apontam as etapas que ainda não foram 
realizadas e  que estão em fase de desenvolvimento. Todos os genes foram amplificados com os primers específicos, e são 
indicados com um sinal de ( + ). Apenas o gene cry10A não foi clonado no vetor pHT315xyl e, portanto, não foi submentido aos 
processos de transformação, eletroforese em SDS-PAGE e Bioensaio. O gene cry11A foi transformado em E. coli TG1 e está em 
fase de realização para as etapas de transformação em ET e B. thuringiensis 407.1. Os genes cry4A e cry4B, foram clonados na 
bactéria 407.1 e estão em fase de análise em SDS-PAGE e, posteriormente, serão bioensaidos. 
 

Etapas 

Genes 

cry4A cry4B cry10A cry11A cry60A cry60B 

Amplificação + + + + + + 

Clonagem no vetor pHT315Pxyl + + - + + + 

Transformação E. coli TG1 + + - + + + 

Transformação E. coli ET + + - + + + 

Transformação B. thuringiensis 407.1 + + - + + + 

Eletroforese em SDS-PAGE - - - - + + 
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CONCLUSÃO 

Os iniciadores desenvolvidos nesse trabalho permitiram a amplificação 

dos seis genes cry anteriormente descritos para a linhagem BR58 de B. 

thuringiensis e poderão ser utilizados posteriormente por outros autores para a 

clonagem de genes cry de outras linhagens que apresentem os mesmos 

genes. 

Dois genes cry (60A e 60B) da linhagem BR58 passaram por todas as 

etapas de clonagem e transformação previstas nesse trabalho e foram 

transformados individualmente em células de B. thuringiensis 407.1, sendo 

expressos nessa linhagem. Ensaios biológicos com H. hampei poderão 

confirmar o potencial tóxico desses genes frente a esta espécie. 

Embora o sistema de expressão gênica dos genes cry60A e cry60B, 

ainda não tenha sido elucidado não foi verificado a produção de toxinas 

durante a fase vegetativa das células transformadas em 407.1 sugerindo que o 

mecanismo que controla a expressão destes genes pode ser dependente de 

esporulação. 

Os demais genes cry da linhagem BR58 foram submetidos às etapas de 

clonagem e transformação em linhagens de E. coli, tendo sido possível avançar 

em diferentes níveis para diferentes genes. Para a maioria desses genes faltam 

poucas etapas para a obtenção de clones de B. thuringiensis 407.1 

transformados individualmente com os mesmos, o que irá permitir, 

posteriormente, a realização de ensaios biológicos com H. hampei. 

O único gene cry que não pode ser clonado no vetor pht315pxyl (cry10) 

já teve atividade bioinseticida demonstrada frente a larvas de coleóptero 

Anthonimus grandi (Martins, 2009), podendo este também apresentar atividade 

entomatogênica para H. hampei. O conjunto de resultados de bioensaios a 

serem obtidos com todos os genes irá contribuir para a possível aplicação 

biotencológica dos genes dessa linhagem visando o controle de larvas dessa 

espécie de insetos. 

Dessa forma, os experimentos realizados neste trabalho geraram 

grandes avanços visando a caracterização da atividade inseticida proveniente 

de cada gene cry da linhagem BR58 frente a H. hampei, visando o possível 

emprego de genes dessa linhagem em aplicações biotecnológicas como o 
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desenvolvimento de novos bioinseticidas e/ou plantas de café geneticamente 

modificadas apresentando resistência ao ataque dessa praga. 

 

PERSPECTIVAS 

A clonagem e expressão dos demais genes cry da estirpe BR58 

associados à realização de bioensaios frente a larvas de H. hampei poderão 

indicar qual ou quais genes cry presentes nesta linhagem são responsáveis 

pela entomopatogenicidade contra esse inseto-praga. 

A realização dos bioensaios seletivos contra larvas de H. hampei com a 

utilização dos esporos-cristais produzidos pelas estirpes contendo os genes 

cry60A e cry60B de B. thuringiensis BR58 bem como demais toxinas Cry, 

permitirá verificar se as proteínas isoladas seguem com as propriedades 

inseticidas, tais como as evidenciadas na linhagem selvagem.  
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ANEXO 1. Análise da sequência de nucleotídeos do gene cry4A adquiridas a 

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

pHT315PxylIA. A comparação por Blastn mostrou 95% de similaridade com a 

sequência do gene cry4A (número de acesso LIIT01000238.1) de B. 

thuringiensis BR58. 
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ANEXO 2. Análise da sequência de nucleotídeos do gene cry4B adquiridas a 

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

pHT315PxylIA. A comparação por Blastn mostrou 95% de similaridade com a 

sequência do gene cry4B (número de acesso LIIT01000231.1) de B. 

thuringiensis BR58. 
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ANEXO 3. Análise da sequência de nucleotídeos do gene cry60A adquiridas a 

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

pHT315PxylIA. A comparação por Blastn mostrou 94% de similaridade com a 

sequência do gene cry60A (número de acesso LIIT01000228.1) de B. 

thuringiensis BR58. 
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ANEXO 4. Análise da sequência de nucleotídeos do gene cry60B adquiridas a 

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

pHT315PxylIA. A comparação por Blastn mostrou 95% de similaridade com a 

sequência do gene cry60B (número de acesso LIIT01000228.1) de B. 

thuringiensis BR58.  
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ANEXO 5. Análise da sequência de nucleotídeos do gene cry11A adquiridas a 

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

pHT315PxylIA. A comparação por Blastn mostrou 98% de similaridade com a 

sequência do gene cry11A (número de acesso LIIT01000204.1) de B. 

thuringiensis BR58 

    




