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RESUMO

O uso de bactérias entomopatogénicas como o Bacillus thuringiensis, como
inseticidas bioldgicos tem se mostrado uma das alternativas viaveis ao uso de
inseticidas sintéticos. A atividade entomopatogénica é atribuida principalmente aos
cristais paraesporais, 0s quais sdo compostos por um ou mais tipos de proteinas
téxicas, como as Cry que possuem especificidade para insetos de diferentes ordens.
Esta dissertagdo apresenta uma revisdo que aborda a descrigdo de B. thuringiensis,
0 mecanismo de acao das proteinas Cry, genes cry e suas classificagdes, um artigo
apresentando a clonagem de um gene cry de B. thuringiensis BR145 e uma terceira
parte composta por resultados complementares obtidos para B. thuringiensis BR09.
Neste trabalho foram utilizadas técnicas moleculares associadas as ferramentas de
bioinformatica visando a obtencédo da sequéncia completa de um gene cry de uma
linhagem de B. thuringiensis e sua posterior clonagem. A linhagem de B.
thuringiensis BR145, isolada de solo, foi selecionada por PCR através dos
iniciadores degenerados. O gene cryll foi identificado nessa linhagem. As
sequéncias obtidas foram homélogas a regido central do gene. Sendo assim, novos
iniciadores foram selecionados a partir de regides consenso, homologas as
sequéncias de outros genes cryll, visando obter as sequéncias completas das
extremidades dos genes pela metodologia primer walking. Neste estudo, obteve-se a
clonagem do gene crylla completo das linhagens BR09 e BR145 e a sequéncia
completa desse gene de B. thuringiensis BR145, bem como a sequéncia de
aminoacidos da proteina Cry1la de B. thuringiensis BR145 composta por 719
aminoacidos e com massa equivalente a 81 kDa.

Palavras-chave: B. thuringiensis. Genes cry e cryll. Primer walking e clonagem.
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ABSTRACT

The use of entomopathogenic bacteria such as Bacillus thuringiensis, as biological
insecticides has proven one of the viable alternatives to the use of synthetic
insecticides. The entomopathogenic activity is primarily attributable to the crystals
parasporais, which are composed of one or more types of toxic proteins, such as Cry
proteins, which shows specificity for different orders of insects. This work presents a
review focusing on the description of B. thuringiensis, the mechanism of action of Cry
proteins, cry genes and their classifications, an article presenting the to the cloning of
a cry gene from B. thuringiensis BR145 and a third part comprising complementary
results obtained for B. thuringiensis BR09. In this work, we used molecular
techniques associated with bioinformatics tools, in order to obtain the complete
sequence of a cry gene from of B. thuringiensis strains, aiming his subsequent
cloning. One B. thuringiensis BR145 strain, isolated from soil, were selected by PCR
using the degenerate primers. These strain were selected based on the genetic
profile of cry genes. The cryll gene was identified in these four strains. The obtained
sequences were homologous to the central region of the gene. Therefore, new
primers were chosen from the consensus regions, homologous to sequences of other
cryll genes, to obtain the complete sequences of the genes by using primer walking
method. This study obtained the cloning of the full gene of the strains BR09 and
BR145 and complete sequence of the gene of strain BR145.

Key words: B. thuringiensis. Cry genes Cryli. Primer walking and cloning.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis foi primeiramente descrito por Berliner em 1911 na
Alemanha, isolado a partir de lagartas-da-traga de farinha Anagasta kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae) e classificada em 1915 como B. thuringiensis em
homenagem a Thuringia (Alemanha) onde as lagartas foram coletadas; entretanto
esta foi a primeira descricdo, mas ndo o primeiro isolamento, que foi realizado por
Sotto Ishiwata em 1901, no Japado, a partir de uma bactéria entomopatogénica
presente em lagartas do bicho-da-seda Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) e
denominada Bacillus sotto (Whiteley & Schnepf, 1986; Glare & O’Callaghan, 2000;
Roh et al., 2007).

B. thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva, pertencente a familia
Bacillaceae, a qual engloba a maioria das espécies formadoras de esporos. Sua
célula vegetativa possui de 1,0 a 1,2 ym de largura por 3,0 a 5,0 ym de comprimento
com flagelos peritriquios para mobilidade. Durante a esporulagdo, esporos
elipsoidais e cristais sao produzidos e localizam-se na regido central ou paracentral
no interior da célula-mae correspondendo, o cristal, de 20% a 30% do peso seco das
células (Lereclus et al., 1989; Arantes et al., 2002). A espécie é aerObia ndo estrita
com faixa de temperatura de crescimento entre 10 e 45°C. Ocorre naturalmente em
ambientes diversos, entre eles, solos, filoplano de diferentes plantas, insetos e seus
habitats e em graos estocados.

A atividade inseticida do B. thuringiensis cabe principalmente aos cristais

paraesporais produzidos durante o segundo estagio da esporulagao e sao liberados
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quando ocorre a lise celular. Estes sdo compostos de um ou mais tipos de proteinas
denominadas &-endotoxinas ou proteinas Cry, entretanto a patogenicidade do B.
thuringiensis também € atribuida a outros fatores de viruléncia que esta bactéria
produz como hemolisinas, enterotoxinas, quitinases, fosfolipases, a-exotoxina, [3-
exotoxina e o préprio esporo (Bravo et al., 1998; Hansen & Salamitou, 2000; Vilas-
Bbas et al., 2007; Vidal-Quist et al., 2009).

As inclusdes proteicas apresentam os mais diversos formatos, entre eles,
bipiramidais, cubdides, irregulares, circulares, ovoides, rombodides e suas
caracteristicas correlacionam-se com seu potencial inseticida e estdo estritamente
associados as classes de proteinas Cry, bem como ao inseto ou outros
invertebrados. Cristais bipiramidais sao frequentemente compostos por proteinas
Cry1, e apresentam acado inseticida contra lepidopteros; cristais cubdides sao
frequentemente compostos por proteina Cry2 e associam sua agédo contra
lepidopteros e dipteros; romboides associados a proteina Cry3 toxicos para
coleopteros, Cry4 para dipteros, enquanto que Cry5 e Cry6 apresentam agao

inseticida para nematédeos (Roh et al., 2007).

1.2 5-Endotoxinas ou Proteinas Cry

O cristal proteico existente no protoplasma celular de B. thuringiensis foi
descoberto em 1953 por Hannay (Bravo et al., 2007). Estes cristais s&o
responsaveis pela caracterizacdo do B. thuringiensis e tem como principais
constituintes as proteinas Cry e Cyt, codificadas por genes que se localizam com
maior frequéncia nos plasmidios e menor frequéncia no cromossomo bacteriano

(Vilas-Boas et al., 2007).
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Uma mesma linhagem de B. thuringiensis pode conter um unico gene cry ou
varias copias de um mesmo gene cry, ou ainda varios genes cry diferentes,
codificando a formacao de diferentes proteinas Cry, que podem constituir uma ou
mais inclusdes proteicas. As proteinas sao mantidas unidas e estaveis através de
interagbes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e de dissulfeto e estas sao
responsaveis pela manutencdo da estrutura, solubilizacdo dos cristais e
conservagao dos aminoacidos nestas regides (Gill et al., 1992; Martins, 2009).
Devido a maioria dos genes cry ser localizada em plasmideos conjugativos,
possibilita-se a formacéo de linhagens com diversos perfis toxicos (Capalbo et al.,
2004).

A maior parte das proteinas que compdem as inclusdes proteicas €
sintetizada durante a fase de esporulagao, sendo a transcricdo da maioria dos genes
cry dependente de fator sigma especifico desta fase. Uma pequena parte, no
entanto, sdo expressos também durante o crescimento vegetativo. Independente da
expressao de genes cry ocorrer na esporulagdo ou na fase vegetativa a proteina Cry
é fruto do metabolismo secundario (Arantes et al., 2002).

O peso molecular das proteinas Cry varia entre 40 e 140 kDa, cujas
estruturas tem duas por¢des compostas por protoxinas: uma regido amino-terminal
variavel que esta associada a toxicidade da proteina e uma regiao carboxi-terminal
conservada que se associa a formagao das inclusdes proteicas (Bravo et al., 2007).

A estrutura tridimensional da proteina Cry (Figura 1) é formada por trés
dominios I, Il e Ill. A porcdo amino-terminal dominio |, € formada por cadeias
polipeptidicas compostas por sete a-hélice antiparalelas, sendo uma central e
hidrofobica (a5) e outras seis cadeias anfipaticas (a1, a2, a3, a4, a6 e a7) . Este

dominio é responsavel pela inser¢cdo na membrana e formagao do poro. O dominio Il
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da porgao amino-terminal é composto por trés folhas B-pregueadas e duas a-hélices
curtas, enquanto o dominio Il da porgcao carboxi-terminal apresenta estrutura tipo -
sanduiche que confere a especificidade de ligagdo aos receptores celulares bem
como o dominio Il e a estabilidade estrutural da proteina, protegendo-a de
degradagéao durante a protedlise (de Maagd et al., 2001; Arantes et al., 2002; Bravo

et al., 2007; Roh et al., 2007).

Figura 1 — Estrutura tridimensional da proteina Cry1Aa com os trés dominios (de Maagd; Bravo;

Crickmore, 2001).

Além das estruturas das proteinas Cry serem semelhantes, estas apresentam
regides homodlogas entre si. Cinco blocos de aminoacidos conservados foram
encontrados na maioria das sequéncias. Essas regidbes conservadas sao
frequentemente observadas em porcdes internas das proteinas e nas regides de
contato entre dominios, porém nao obrigatérias, uma vez que algumas proteinas Cry
nao apresentam um ou mais blocos, como € o caso da Cry21, a qual ndo apresenta

o bloco 3 (Figura 2), sugerindo que esses blocos possam estar relacionados com a
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estabilidade e a fungédo destas proteinas (de Maagd et al., 2001; Capalbo et al.,

2004; Pigott &Ellar, 2007).

Dominio I Dominie I Dominie ITT
et I e I SR
Blocos 1 2 a 4 5
| | B ]

Cryl I
Cryll |
Cry2 |
Cry3 [
Cryd I
CryS [
Cry6 L
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[
[
i
I
[
|
[
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L
L
|
[
[
[

e |

EEE 1 ]

Cry9
Cryi0
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Cras [EEEEEEeai
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Cry26 [
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I
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I

l
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'i
--
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| | ]

100 aminodcidos

Figura 2 — Alinhamento da estrutura primaria das Proteinas Cry. Os retangulos coloridos
correspondem as sequéncias conservadas. Dominios I, Il e Il correspondem a toxina ativa (adaptada

de Maagd; Bravo; Crickmore, 2001).

Os critérios para classificagao destas proteinas foram estabelecidos em 1998,
por um comité de pesquisadores que propuseram uma nova classificacdo das
proteinas Cry, baseada somente na sequéncia de aminoacidos, ndo levando em
consideracgao o perfil de toxicidade, como a classificagcdo anterior, proposta em 1989

por Hofte e Whiteley.
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1.2.1 Mecanismo de agao das proteinas Cry

Dois modelos de acdo tém sido propostos para descrever a atividade das
proteinas Cry. O primeiro deles descrevem as proteinas Cry como pertencentes a
uma classe de toxinas conhecidas como toxinas formadoras de poros (PFT), que
sdo secretadas como proteinas soluveis em agua, e alteram suas conformagdes
para se inserir ou atravessar a membrana celular de seu hospedeiro, ligando-se a
receptores especificos encontrados nas microvilosidades do intestino médio dos
insetos ocasionando sua morte (Soberon et al., 2006; Bravo et al., 2007). O segundo
modelo proposto, sugere que as proteinas que compartilham os trés dominios nao
sado formadoras de poros, mas ativam uma cascata sinalizadora através da interacao
das proteinas Cry com a caderina que atua como um receptor especifico (Zhang et
al., 2005; Bravo & Soberon, 2008).

O modelo de agédo designado “formagao de poros” (Figura 3) parece ser o
mais comum entre as diferentes Ordens de insetos (Diptera, Lepidoptera e
Coleoptera). O intestino médio da maioria das larvas de insetos que sao
susceptiveis as proteinas Cry apresentam, entre outras caracteristicas, pH alcalino
alto. Contudo, algumas excec¢des séo vistas em Cry3A que é clivada tanto em pH
acido quanto alcalino (Koller et al., 1992). Apds a infecgdo natural, que ocorre por
ingestdo dos cristais, estes serdo solubilizados no intestino do inseto, sendo
liberadas as protoxinas por clivagem realizadas por proteases especificas (Barusrux
et al., 2003; Capalbo et al., 2005) resultando em toxinas ativas com cerca de 60 a

70% do tamanho da protoxina.
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Figura 3 — Modelos do modo de agéo das toxinas Cry: modelo de formagéo do poro (acima) e modelo

de transdugéo de sinal (abaixo) (Bravo et al., 2007).

Quatro diferentes proteinas tem sido identificadas como receptoras de
proteinas Cry: uma N-aminopeptidase (APN) que esta ancorada a membrana por um
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e com capacidade de ligagcéao a proteinas Cry, como no
caso da proteina Cry1Ac, uma glicoproteina caderina (CADR) também com
capacidade de ligagdo a proteinas Cry, entre elas Cry1Ab, uma proteina
glicoconjugada (GCR) e uma fosfatase alcalina (ALP) que também se encontra
ancorada a GPI (Figura 4). Em adigéo, glicolipideos de insetos também tém sido
considerados como receptores em nematodeos (Roh et.al., 2007; Bravo et al., 2007;

Hernandez-Martinez et al., 2010).
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Figura 4 — Receptores moleculares da proteina Cry1Aa. CADR (caderina); APN (N-aminopeptidase);

ALP (fosfatase alcalina) e GCR (glicoconjugado de 270kDa) (Bravo et al., 2007).

A toxina ativa é capaz de ligar-se a receptores especificos presentes nas
células das microvilosidades intestinais do inseto (Bravo et al., 2007; Roh et al.,
2007). A ligagdo da toxina com receptores especificos leva a formagdo de
oligbmeros de toxinas, os quais ligam-se a receptores secundarios da célula
intestinal. Desta forma, ocorre a inser¢do da toxina oligomérica na membrana
epitelial intestinal resultando em poros nesse epitélio (Bravo et al., 2007).

O outro modelo, mais atual, € denominado “transdug¢ao de sinal” (Figura 3) e
foi estudado em apenas poucos insetos-alvos. Segundo esse modelo, a ligagao que
ocorre entre a proteina Cry e os receptores especificos, induz reagdes intracelulares
envolvendo a proteina G e a adenilato ciclase, resultando no aumento da
concentracdo de adenosina monofosfato (AMP) ciclico intracelular e ativacdo da
proteina quinase A. Todas essas consequéncias levam a um desequilibrio da
pressao interna celular, danificando-a (Bravo & Soberén, 2008).

Assim, as proteinas Cry causam a morte das células epiteliais por inativagao
do sistema de controle de gradiente de pH e citdlise osmotica. Estas proteinas

provocam alteracdes na permeabilidade das microvilosidades levando a lise celular
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e a proliferacdo de bactérias na hemolinfa, ocasionando a morte por septicemia
(Bravo et al., 2007).

Independente do modo de agéo, ocorre morte das células do intestino médio
do inseto e consequente paralisia do aparelho digestivo do mesmo. Em alguns
casos a larva morre por inanigdo, provocada pela paralisia geral dos musculos,
prejudicando a respiracdo do inseto ou pela germinagdo dos esporos na luz do
aparelho digestivo e multiplicagdo das células vegetativas levando o inseto a morte
por septicemia (Habib & Andrade, 1986; Bravo et al., 2007; Bravo & Soberon, 2008;

Vallete-Gely et al., 2008).

1.3 Genes cry

PCR pode ser considerada uma ferramenta para predizer sobre a atividade
entomopatogénica de B. thuringiensis. Esta técnica foi primeiro introduzida por
Carozzi e colaboradores (1991) para identificar genes e predizer a atividade
inseticida para as ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Desde a ultima década,
a técnica de PCR continua sendo utilizado para a prospecgdo de genes cry
presentes em colegcdes de B. thuringiensis entre os quais cryl e cry3 (Ceron et al.,
1995), cryl, cry2,cry3, cry4, cry7 e cry8 (Ben Dov et al., 1997), cryl, cry3, cry5, cry7,
cry8, cry9, cryll, cryl2, cryl3, cryld e cry21 (Bravo et al., 1998), crylAa, cry2Aa,
cry3Aa, cry4Aa, cry7Aa, cry8Ca, cry9Aa e cryllAa (Beron et al., 2005).

Os genes cry geralmente estdo localizados em plasmidios conjugativos de
alto peso molecular ocorrendo eventualmente no cromossomo ou em ambos,
entretanto ainda ndo foi elucidado se os genes presentes nos cromossomos

contribuem para a formacdo da inclusdo proteica (Schnepf et al., 1998). Uma
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linhagem de B. thuringiensis pode conter uma ou varias cépias de um mesmo gene
cry ou diferentes genes cry responsaveis pela sintese de diferentes proteinas
entomopatogénicas (Lereclus et al., 1993; Arantes et al.,, 2002). Estes genes
apresentam mobilidade devido a associagdo com sequéncias de insercéo (IS) e
transposons (Mahillon et al., 1994) e somado ao fato desses genes estarem
presentes, preferencialmente, em plasmidios conjugativos pode explicar a
diversidade destes genes e as diferentes combinagbes deles, o que resulta em
cristais proteicos com diferentes tipos de proteinas Cry e com perfis de toxicidade
distintos (Arantes et al., 2002; Pérez, 2004; Pigott & Ellar, 2007).

A funcionalidade dos elementos de transposicdo em B. thuringiensis ndo esta
ainda bem definida mas postula-se que estes podem estar envolvidos mediando a
transferéncia de plasmidios através da formagao de estruturas cointegradas entre os
préprios plasmidios conjugativos e DNA cromossomal ou plasmidios nao
conjugativos mas estes favorecem a transferéncia horizontal do material genético
entre B. thuringiensis e Bacillus cereus (Schnepf et al., 1998).

Atualmente s&o descritas mais de 662 proteinas Cry classificadas em 72
classes com subdivisdes (Cry1 a Cry72). As atualizagbes podem ser acompanhadas

pelo site http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt.

A nomenclatura atual baseada apenas na identidade de aminoacidos permite
que as toxinas intimamente relacionadas possam ser classificadas removendo a
necessidade de realizagcdo de bioensaios para cada nova toxina contra uma série de
organismos (Crickmore et al., 2013).

A similaridade entre os genes pode ser verificada utilizando a ferramenta

BLAST disponivel em http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov. A classificacdo dos genes

cry apresentam quatro ranques hierarquicos que inclui numeros e letras (maiusculas
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e minusculas). Genes cry que apresentam cerca de 45% de homologia em sua
sequéncia sdo agrupados no primeiro ranque, como exemplo cry1. Quando
apresentam 78% de identidade vao constituir o segundo ranque, exemplo disso
crylA, e o terceiro ranque com 95% de identidade, como exemplo crylAa. Para o
quarto ranque, a identidade deve ser maior que 95%, como exemplo os genes

crylAal e crylAa2 que apresentam 99% de identidade (Crickmore et al., 1998).

Tabela 1 — Representagcdo esquematica dos ranques para a classificagdo dos genes cry.

Niveis de ranqueamento

Primario Secundario Terciario Quaternario
cry 1 A a 1
< 45% <78% < 95% > 95%

cryl > cry2 crylA —=> crylB crylAa — crylAb crylAal > crylAa?

1.3.1 Regulagao da Expressao Génica

Uma caracteristica comum aos genes cry é sua expressao ocorrer durante a
fase de esporulacdo e a relagdo entre os niveis de expressdo e esporulagdo sao
coordenadas pelos varios mecanismos transcricionais, pds-transcricionais e poés-
traducionais (Schnepf et al., 1998). Entretanto, algumas classes de genes cry se
expressam na fase vegetatitva (Sekar et al., 1987), sendo assim estes genes sao

classificados em dependentes de esporulacdo e ndo-dependentes de esporulacio.
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1.3.1.1 Genes cry dependentes de esporulagao

B. thuringiensis prontamente prolifera quando as condigdes ambientais como
temperatura e disponibilidade de nutrientes sao favoraveis enquanto que a formagao
de esporos € desencadeada por fatores internos e externos que incluem sinalizacao
para a escassez de nutrientes, densidade celular e progressdo do ciclo celular
(Hilbert & Piggot, 2004). Extensivos estudos sobre a esporulacédo de B. subtilis
forneceram dados sobre o complexo mecanismo de controle temporal e espacial no
processo de diferenciacdo e estes apresentam funcdes semelhantes em B.
thuringiensis como os fatores o (Adams et al., 1991; Agaisse & Lereclus, 1995).

O ciclo de vida de B. thuringiensis pode ser dividido em quatro fases: fase | —
crescimento vegetativo, fase Il — transicdo para a esporulagao, fase Ill — esporulagao
e fase IV — maturagado do esporo e lise celular (Hilbert & Piggot, 2004).

A regulacado do mecanismo de esporulagao ocorre em nivel transcricional por
ativacdo de seis fatores o que se ligam sucessivamente a RNA polimerase
direcionando a transcricdo e determinando quais promotores especificos da
esporulacéo serao reconhecidos (Agaisse & Lereclus, 1995; Schnepf et al., 1998).

Estes fatores sdo compostos pelo fator o que é o fator ativo durante a fase
vegetativa e cinco outros fatores (o", of, of, 0© e 0X) que aparecem nessa ordem e
sdo regulados temporalmente durante a esporulagdo. Os fatores o” e o sio ativos
na célula pré-divisional, oF e o ativos na célula-mae e oF e o estdo ativos no pré-

esporo (Agaisse & Lereclus, 1995)
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1.3.1.2 Genes cry nao-dependentes de esporulagao

O gene cry3Aa é expresso durante a fase vegetativa, podendo ser expresso
em menores concentragdes na fase estacionaria (Schnepf et al., 1998). Casos como
este do gene cry3Aa sdo exemplos de genes ndo-dependentes de esporulagao.

Segundo Agaisse & Lereclus (1995), analises com fusdes transcricionais de
lacZ indica que a cinética de expressao entre cry3A e crylAa sao diferentes e a
fusdo lacZ-cry3a néo é dependente dos fatores sigmas of e oX como em outros
genes cry mas reconhece o fator o* (Agaisse & Lereclus, 1994; Agaisse & Lereclus,
1995). O promotor cry3A é fracamente mas significativamente expresso durante a
fase vegetativa de crescimento e é ativado no final da fase exponencial

permanecendo até ts da fase de esporulagéo (Agaisse & Lereclus, 1995).

1.3.1.3 Mecanismos pods-transcricionais

A taxa de degradagdo do mRNA tem consequéncias importantes na
expressao de um gene e devido a isso é necessario que moléculas de mRNA sejam
estaveis para se ter proteinas altamente expressas. Glatron e Rapoport (1972)
demonstraram que mRNAs que codificam as proteinas Cry estdo entre os mRNAs
longa vida com uma meia-vida em torno de dez minutos, o que é pelo menos cinco
vezes maior do que a meia-vida de mRNA bacteriano em geral.

A estabilidade dos mRNAs é determinada por partes das regides nao-
traduzidas e classificadas em dois grupos — 3’ mRNA ou 5’ estabilizadora mRNA - de

acordo com sua localizagdo no mRNA.
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A extremidade 3° do mRNA atua como um retro-regulador positivo e € um
possivel terminador transcricional contendo sequéncias repetidas invertidas que
protege o MRNA da degradacao por exonucleases 3’ — 5’ e a fusdo deste fragmento
com outro 3’ de genes heter6logos aumentam a meia-vida de seus transcritos e com
isso 0s niveis de expressao (Agaisse & Lereclus, 1995).

Outro determinante da estabilidade é a sequéncia consenso Shine-Dalgarno e
que esta presente na extremidade 5 do mRNA. Essa estabilidade ocorre devido a
interagbes desta regido com a extremidade 3’ do rRNA 16S. A ligagcéo entre a
subunidade 30S do ribossomo e a sequéncia Shine-Dalgarno presente na
extremidade 5 n&o-traduzida protege o mRNA de ribonucleases com atividade 5’ —
3’ resultando na estabilidade do transcrito correspondente (Agaisse & Lereclus,

1995).

1.3.2 cryll

O gene crylla foi primeiro caracterizado e clonado por Tailor e colaboradores
em 1992 e, anteriormente, na classificagado proposta por Crickmore et al. (1998) era
definido como cryV. Atualmente sdo cerca de 50 genes cryll agrupados em 7
subclasses (Crickmore et al., 2012).

Segundo Crickmore et al. (1998) genes designados como crylla quando
expressos em Escherichia coli codificam uma proteina com 719 aminoacidos e
massa de 81 kDa (Tailor et al., 1992; Tounsi et al., 2003).

Segundo Tailor et al. (1992), o gene crylla exibe atividade entomopatogénica
contra lepidopteros e coledpteros, mas, posteriormente, outros trabalhos relataram

que ndo houve acdo deste gene contra coledpteros, mas somente contra
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lepidopteros (Choi et al., 2000;Song et al., 2003; Tounsi et al., 2003; Escudero et al.,
2006).

As proteinas Cry1la ndo se acumulam em cristais como as outras proteinas
Cry, pois sdo secretadas no inicio da fase de esporulagdo (Tounsi et al., 2003;
Escudero et al.,, 2006). Segundo Kostichka et al. (1996) e Song et al. (2003), é
secretada devido a presenga da regidao N-terminal do dominio | atuando como um
peptideo sinal.

Alguns genes cryll-type estéo localizados aproximadamente 500 pb a jusante
de outros genes cryl (Kostichka et al., 1996; Escudero et al.,, 2006) e sao
silenciados em linhagens selvagens. Isto pode ser explicado pela estrutura
incompleta desses genes como a falta de sequéncias promotoras e pela presenga
de um terminador transcricional presente no intervalo entre as sequéncias dos genes
cryl — cryll (Song et al., 2003; Li-Ming et al., 2008). Em contraste, Tounsi et al.
(2003), mostraram, através de analises de bioinformatica da regido 5’ do gene crylla
presente na linhagem BNS3, a presenga de uma regido -35 e —10 que séao
homologas as do gene cry4A. Neste mesmo trabalho, Tounsi e colaboradores (2003)
identificaram um ponto de inicio de transcrigdo 119 a montante do cédon de inicio de
traducao.

Assim, esse trabalho visa a obtengao da sequéncia nucleotidica completa de
um gene cryll de um isolado brasileiro de B. thuringiensis, bem como sua

caracterizagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho visa a obtengdo da sequéncia nucleotidica completa de um
gene cryll de um isolado brasileiro de B. thuringiensis e sua posterior clonagem em

E. coli bem como sua caracterizagao.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a presenga do gene cryll em isolados brasileiros de B.
thuringiensis;

e Desenvolver oligonucleotideos especificos para a obtengdo da sequéncia
completa desse gene;

e Obter a sequéncia completa de um gene cryll de um isolado brasileiro de B.
thuringiensis;

e Caracterizar esse mesmo gene, identificando dominios funcionais e
realizando analises comparativas da sequéncia completa do mesmo com

sequéncias de outros genes cryll depositadas em banco de dados.
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4.1 RESUMO

O uso de bactérias entomopatogénicas como o Bacillus thuringiensis, como
inseticidas bioldgicos tem se mostrado uma das alternativas viaveis ao uso de
inseticidas sintéticos. A atividade entomopatogénica é atribuida principalmente aos
cristais paraesporais, 0s quais sdo compostos por um ou mais tipos de proteinas
toxicas, como as Cry que possuem especificidade para insetos de diferentes ordens.
Neste trabalho, foram utilizadas técnicas moleculares associadas as ferramentas de
bioinformatica visando a obtencdo da sequéncia completa de um gene cry de uma
linhagem de B. thuringiensis e sua posterior clonagem. A linhagem de B.
thuringiensis BR145, isolada de solo, foi selecionada por PCR através de iniciadores
degenerados. O gene cryll foi identificado nessa linhagem. As sequéncias obtidas
foram homodlogas a regido central do gene. Sendo assim, novos iniciadores foram
selecionados a partir de regides consenso, homdlogas as sequéncias de outros
genes cryll, visando obter as sequéncias completas das extremidades dos genes
pela metodologia primer walking. Neste estudo, obteve-se a clonagem do gene
crylla completo de B. thuringiensis BR145 e a sequéncia completa desse gene, bem
como a sequéncia de aminoacidos da proteina Cry1la de B. thuringiensis BR145

composta por 719 aminoacidos e com massa equivalente a 81 kDa.
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4.2 INTRODUGAO

Os insetos sdo essenciais para a manutencido de diversos tipos de
ecossistemas, atuando na reciclagem de nutrientes, na polinizagédo e propagagao de
sementes, além de serem utilizados como alimentos por animais. Mesmo com
caracteristicas favoraveis, representam uma preocupacao evidente, pois estima-se
que 10% das espécies podem causar danos ao ser humano, apresentando relacéo
direta com as questdes de saude publica, pois sdo grandes causadores de doengas
tais como malaria, dengue, febre amarela, doenga de Chagas e provocam danos
econdmicos as lavouras. Devido as condigdes climaticas favoraveis para a
proliferagdo de insetos e a grande diversidade destas espécies, 0s paises tropicais e
subtropicais estdo entre os mais suscetiveis a estas doencgas. A ocorréncia de
grandes variagdes no clima ocasiona novas areas propicias para a proliferagdo de
insetos, e requer atencdo especial (Herrera-Estrela, 1999; Abdel-Hameed, 2001;
Taluil, 2002).

Atualmente o controle da populacido de insetos é realizado, em sua maioria,
por inseticidas sintéticos, cujo uso indiscriminado causa danos ambientais e para a
saude. A alta toxicidade dos defensivos sintéticos, a baixa especificidade e o alto
efeito cumulativo contribuem para populagdes de insetos resistentes e prejuizos ao
meio ambiente, tornando-se inviavel a utilizacdo de tais produtos (Arantes et al.,
2002).

A resisténcia dos insetos aos pesticidas, a toxicidade dos inseticidas, aliados
as constantes preocupag¢des com o ambiente sao fatores que promovem a busca de

agentes biolégicos como alternativa para o controle de insetos-praga. O uso de
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bactérias entomopatogénicas como o Bacillus thuringiensis em controle bioldgico
tem se mostrado viavel devido seu poder inseticida (Beltrdo, 2006).

B. thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva caracterizada pela produgao de
cristais paraesporais, chamadas proteinas Cry, durante a fase de esporulagéo. Este
bacilo apresenta atividade entomopatogénica especifica para insetos de diversas
Ordens como Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Homoptera e Mallophaga bem como
alguns protozoarios e acaros (Glare & O’Callaghan, 2000; Vilas-Boas et al., 2004,
Berén et al., 2005). Este micro-organismo responde por 90% a 97% dos
bioinseticidas usados no controle biolégico no mundo (Brar et al., 2006) e, mais
recentemente, vem sendo utilizado como fonte de genes para construgao de plantas
transgénicas que expressam proteinas entomopatogénicas, que tem estimulado a
prospecc¢ao de novos genes cry para o desenvolvimento de novos bioinseticidas.

Estes genes, codificantes para as proteinas Cry, sédo classificados de acordo
com a sequéncia de seus aminoacidos e estdo divididos em 72 diferentes classes
(de cryl até cry72), as quais sdo também divididas em subclasses (Crickmore et al.,
2013). Um desses genes, atualmente denominado crylla foi descrito e clonado
primeiramente por Tailor et al. (1992) e denominado cryV. Atualmente, ja foram
descritos cerca de 50 genes cryll agrupados em 7 subclasses (crylla até cryllg,
incluindo o cryll-like) (Crickmore et al., 2013).

Os genes cryll codificam para a formacgao de proteinas Cry de 81 kDa (Tailor
et al., 1992; Tounsi et al., 2003), que s&o secretadas no inicio da fase estacionaria e
que nao se acumulam em cristais como as demais proteinas Cry (Escudero et al.,
2006; Tounsi et al., 2003), o que torna dificil conhecer a atividade entomopatogénica
dessas proteinas, sendo necessario a clonagem e a expressdo desses genes em

Escherichia coli ou em linhagens acristaliferas de B. thuringiensis. Segundo Tailor et
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al. (1992), o gene crylla apresenta atividade inseticida contra as Ordens
Lepidoptera e Coleoptera. No entanto, posteriormente, trabalhos com outros cryll
relataram a acédo deste gene apenas para lepidopteros (Choi et al., 2000; Song et
al., 2003; Tounsi et al., 2003; Escudero et al., 2006).

No Brasil, as condi¢cdes climaticas sao favoraveis ao aparecimento de
diversos insetos. Algumas espécies sado consideradas pragas de importancia
econdmica, como Spodoptera frugiperda (Grossi-de-Sa et al., 2007; Santos et al.,
2009), Anticarsia gemmatalis (Monnerat et al., 2007), Anthonomus grandis (Grossi-
de-Sa et al.,, 2007) por causarem danos significativos em importantes culturas
agricolas, como milho, algoddo e soja, respectivamente. Essas espécies séao
sensiveis a agcao dos cristais proteicos de B. thuringiensis, no entanto, outras
espécies sao pouco sensiveis, como os coledpteros Phaedon brassica, Agelastica
coerulea, Diabrotica speciosa e Tenebrio molitor (Grossi-de-Sa et al., 2007). Dessa
forma, considerando-se o fato de que as proteinas Cry1l ndo sdo componentes de
cristais proteicos, mas sao patogénicas a diversas espécies, essas podem constituir
novos componentes para o controle biolégico dessas espécies.

Assim, esse trabalho visa a obtencdo da sequéncia nucleotidica completa de
um gene cryll de um isolado brasileiro de B. thuringiensis, bem como sua

caracterizagao.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Linhagem de B. thuringiensis e Escherichia coli

A linhagem BR145 de B. thuringiensis portadora de genes cryl isolada de

solo brasileiro e pertencentes ao Banco de Bactérias do Laboratorio de Genética e
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Taxonomia de Micro-organismos da Universidade Estadual de Londrina foi utilizada
para a busca de genes cryll.
A linhagem de E. coli DH10B (Life Technologies, USA) foi utilizada para as

transformacgdes durante as etapas de clonagem.

4.3.2 Extragao de DNA genémico e plasmidial

Amostras de DNA gendmico dos isolados de B. thuringiensis foram extraidas
pelo método de Hansen & Hendriksen (2001). Os isolados foram cultivados por 15
h/ 30°C em placas contendo meio Luria-Bertani (LB: triptona 1,0%, extrato de
levedura 0,5% e NaCl 1,0%). Com o auxilio de um palito esterilizado, uma coldnia
de aproximadamente 2 mm de didmetro foi transferida para microtubos contendo
200 yL de TE (10 mM de Tris; 1 mM de EDTA; pH 8,0). A suspensao foi
homogeneizada e incubada em banho-Maria sob fervura por 10 min. Em seguida a
suspensao foi centrifugada a 12.000 x g por 3 minutos e o sobrenadante transferido
para novos tubos e utilizado como amostra de DNA para as reacdes de
amplificacédo por PCR .

O DNA plasmidial dos clones transformados de E. coli foi extraido por lise
alcalina conforme descrito por Sambrook et al. (2001). Os clones foram inoculados
em 5 mL de meio LB suplementado com ampicilina (50 pg/mL). Os inéculos foram
incubados a 37°C overnight sob agitagdo a 180 rpm. A cultura foi distribuida em
microtubos para microcentrifuga (1,5 mL) e centrifugados a 12000 rpm por 5 min
(2x) e o sobrenadante foi descartado. Os “pellets” foram ressuspendidos em 100 pL
de GET (Glicose 50mM, Tris-HCI pH 8,0 25 mM; EDTA 10 mM) com 2,5 pL de
RNAse (20 ng/mL). Foram adicionados 100 pL de solugao de lise (NaOH 10N, SDS
10%) levementes homogeneizados e incubados por exatamente 5 min em banho de

gelo. Decorrido o tempo, foram adicionados 200 pyL de solugdo de neutralizagao
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KOAc 3M gelada, seguindo-se suaves agitagdes por inversao. Apds a neutralizagao,
foram centrifugados a 12000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram coletados e
transferidos para novos tubos onde foram adicionados 2 volumes e meio de etanol
absoluto gelado e incubados por 15 min a -20°C. Apés, foram centrifugados a 12000
rom por 10 min e os sobrenadantes descartados. Foram adicionados 500 uL de
etanol 70% lavando as paredes do tubo e descartando o sobrenadante. Os tubos
secaram em fluxo laminar por 20 min. As amostras de DNA plasmidial foram
ressuspendidas em 20 pL de agua Milli-Q e mantidas a -20°C.

Apods a extracdo do DNA plasmidial dos clones, a verificacdo da presenca de
plasmideos e a determinacédo da quantidade de DNA, foram feitas pela aplicacdo do
material obtido em gel de agarose 0,8 e posteriormente utilizados nas reagdes de

sequenciamento.

4.3.3 Amplificagao e clonagem do gene crylla

A presenca dos genes cry foi analisada por meio da técnica de PCR
utilizando, inicialmente, iniciadores degenerados descritos por Beron et al. (2005).
Apods, os produtos de PCR obtidos nessa reagao, foram visualizados em gel de
agarose a 0,8%, foram diluidos na proporgéo de 1:50 e utilizados como molde para
as amplificagdées posteriores com os iniciadores OL2 e OL4.

Posteriormente, para as demais amplificagdes, foram desenvolvidos novos
iniciadores usando como base a técnica de primer walking (Matsukuma, 2000). Os
novos oligonucleotideos foram previamente analisados pelo programa Gene
Runner v.3.01 (Hastings Softwares Inc., 1994). Nessa etapa, as reacgbes de
amplificacdo foram conduzidas com um volume total de reacéo de 25 L, contendo
1 U de Taqg Dna polimerase (Invitrogen), 2,5 uL de tampao 10X (200 mM Tris-HCI

pH 8,0, 500 mM de KCI), 2,5 mM de MgClz, 0,25 mM de dNTP, 0,5 pM de cada
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iniciador, 2,0 uyL do DNA extraido e agua Milli-Q. Os ciclos de amplificacdo foram

compostos por uma etapa de desnaturagédo de 95°C por 2 min, seguida de 30 ciclos

(desnaturacéo a 95°C por 1 min, pareamento conforme Tabela 1, extensdo a 72°C

por 1 min) seguidos de uma etapa final extensdo a 72°C por 5 min (Tabela 1). Em

todas as reagdes de amplificacdo foi utilizado o termociclador Endurance TC-412

Techne.

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose a

1,2% em tampéo TBE (89 mM Tris Borato, 2 mM EDTA, pH 8,0) corados com

Syber Safe

Technologies).

(Invitrogen) usando marcador de 1Kb DNA plus

ladder (Life

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para obtencdo da sequéncia completa do gene

crylla de isolados brasileiros de B. thuringiensis, destacando-se a posi¢do de pareamento

no gene e a temperatura utilizada nas reacdes de amplificacdo .

Iniciadores Posicao Sequéncia Tm °C
OL1 (d)? 510 5 40
TAHCANYATAYGCACARGCHCGMAAYTTHCAT
OL5 (r)a 1788 5 GGAATAAATTCRATTYTRTCTATATAAA 40
OL2 (d)a 892 5 AGAGAHRTGAHWDTDAHRGTATTRGAT 40
OL4 (r)@ 1698 5 AGCATADCGRAHNCYHRYDYVATA 40
cryllaFP 1-24 5 ATGAAACTAAAGAATCA/CAGATAAG 55
crylla Rint® 444 -464 5 CTAGCCCTTGTGTTATTACGA 57
cryllgralR® 893-911 5 GTACTGTCCCAATTGCGTC 55
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cryll FP 1316 -1336 5 CTATTATCCAGGGTATGCTG 56
crylla Fint®  1809-827 5 GAGGACTTAGACTATAAAACC 55
cryll R® 4734 -752 5 CGCGTATTTAACTATCTCG 53
cryllaRend® 2165-186 5 CTACATGTTACGCTCAATATG 55

2 Primers degenerados descritos por Beron et al., 2005.

b Oligonucleotideos desenvolvidos por Ricietto, 2012

Os fragmentos obtidos foram purificados utilizando-se Cycle Pure Kit (Omega
Bio-Tek), quantificados por ScanDrop (Analytik Jena) e clonados no vetor pGEM-T
Easy (PROMEGA). A ligacgao foi utilizada para a transformacao de células de E. coli

DH10B (Life Technologies) competentes.

4.3.4 Células competentes e transformacgao de E. coli DH10B

As células competentes utilizadas para a transformacdo foram obtidas
conforme descrito por Hanahan (1983), com modificagbes como se segue :

A partir de um pré-inéculo de 10 mL em meio LB incubado overnight a 37°C
sob agitacdo (180 rpm), foi inoculado um frasco contendo 100 mL de meio LB
suplementado (2x com triptona 1% e extrato de levedura 0,5%) o qual foi incubado a
37°C sob agitacao até obtengao de D.Oesoonm entre 4,0 e 6,0. Decorrido este tempo, a
cultura foi submetida a banho de gelo por 5 min, apds centrifugado a 5000 rpm por 5
min e o sobrenadante foi desprezado. Em seguida, as células foram ressuspendidas
em 500 pL de CaClL2 50mM e incubadas em gelo por 10 min. Apdés foram
centrifugadas a 5000 rpm por 5 min e descartado o sobrenadante. As células foram

novamente ressuspendidas em 300 pyL de CaCL2 50mM e incubadas em banho de
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gelo por 20 min. A suspensédo de células foi distribuida em aliquotas nos tubos de
microcentrifuga previamente resfriados e estocadas a -20°C.

Células de E. coli foram transformadas através do método de heat-shock,
descrito por Sambrook e colaboradores (2001).

Ao volume de 50 pL de células competentes foi adicionado 3 uL do produto
de ligacdo, seguindo-se incubagdo em banho de gelo por 20 min. Apés este tempo,
a suspensado de células foi submetida a tratamento de choque térmico pela
transferéncia do tubo para um banho-maria a 42°C por 2 min transferindo
imediatamente para o gelo. Em seguida, foram adicionados a cada tubo 1000 uL de
meio LB seguindo-se incubagao sob agitagdo a 110 rpm por 1 h a 37°C. Decorrido
esse tempo, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 10 min e o pellet foi
ressuspendido em 100 pL de meio LB. As células foram semeadas em meio LB agar
com 100 pg/mL de ampicilina e 60 yL de X-Gal (40 pg/mL) para a selegao por a-
complementagao. As placas foram incubadas em estufa a 37°C overnight. Os clones
transformantes que desenvolveram a coloragdo branca foram selecionados e
transferidos para placas de Petri contendo LB suplementado com ampicilina para

crescimento e posterior estocagem em glicerol (50%) e manutengéo a -80°C.

4.3.5 Sequenciamento de DNA e analise computacional das sequéncias

O sequenciamento foi feito com produto de PCR purificado e quantificado
anteriormente através de comparagao com diferentes concentragdes de fago
lambda. Foi utilizado o kit de sequenciamento “BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Kits” (Applied Biosystems). Para as reacbes de sequenciamento foi
preparado um volume de 10 pyL contendo 2,0 pyL de “BigDye”, 1 uyL de Tampé&o 5X
(1M Tris-HCI pH 9,0, 50 mM de MgCl2 e agua Mili-Q q.s.p 10mL), 0,5 pyM de

iniciador, 1 yL de DNA e agua Mili-Q. O ciclo utilizado foi desnaturagéo a 95°C por
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3 min, seguida de 35 ciclos (95°C por 15 s, 55°C por 15 s, 60°C por 2 min) e
extensao final a 60°C por 1 min). Os produtos foram precipitados (EDTA 125 mM e
etanol 100%) e sequenciados no sequenciador automatico ABI PRISM™ 3500XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias depositadas no
banco de dados do GeneBank por BLASTn pelo endereco eletrénico

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) e alinhadas através do programa MEGA v.

5.10 (Tamura, 2011) para a determinagdo da sequéncia completa dos genes. A
qualidade das sequéncias foi confirmada pela andlise dos cromatogramas no
programa Sequencher v.5.0 (Gene Codes Inc., Ann Arbor, MIl, USA) e a sequéncia
consenso obtida pelo programa BioEdit v.7.1.11 (Hall, 1999).

Para a construgdo do dendrograma de similaridade genética, as sequéncias
foram alinhadas e agrupadas por UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Means), com analises de bootstrap com 1000 repetigdes pelo programa
MEGA v. 5.10.

Para as analises da sequéncia de aminoacidos quanto aos dominios
necessarios para a atividade da toxina Cryl1la de B. thuringiensis BR145 foi
utilizado a ferramenta de busca para dominios conservados no enderecgo eletrénico

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e comparada as demais

sequéncias depositadas por BLASTX pelo endereco eletrénico

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados mostraram a presencga de fragmentos com tamanhos de 900 pb
(Figura 1) que, segundo os autores, poderiam ser provenientes da amplificagéo de

genes cry das classes cryl, cry3, cry8 e cry9 (Béron et al., 2005).



49

2800 pb

i
o
e
.
g
“

a3

1
'

Figura 1 - Amplificagdo de genes cry por iniciadores degenerados OL2 e OL4 descritos por Berén et

al. (2005). Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen).

Apds o sequenciamento dos fragmentos de 900 pb, amplificados com os
iniciadores OL2 e OL4, as sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias
depositadas no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information). A sequéncias de B. thuringiensis BR145 apresentou 88% de cobertura
e 97% de identidade com a sequéncia do gene crylla (numero de acesso X62821.1)
descrita por Tailor et al. (1992).

Dessa forma, a sequéncia completa do gene crylla (X62821.1) foi utilizada
como base para a obtencdo de novos iniciadores a serem utilizados de acordo com
a técnica de primer walking, visando a obtencdo da sequéncia completa desse gene

(Figura 2).
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1 ATGAAACTAAAGAATCAAGATAAGCATCAAAGTTTTTCTAGCAATGCGAAAGTAGATAAA 60
cryllaF
420 TTCGCTTGAAAGTTGGGTTGGAAATCGTAATAACACAAGGGCTAGGAGTGTTGTCAAGAGC 480
cry1la Rint
870 ACTTACAAGAGAAGTATATACAGACGCAATTGGGACAGTACATCCGCATCCAAGTTTTACA 930

OoL2
870 ACTTACAAGAGAAGTATATACAGACGCAATTGGGACAGTACATCCGCATCCAAGTTTTACA 930

cryllgral R
1310 TCTATTATCCAGGGTATGCTGGAATTGGGACGCAATTACAGGATTCAGAAAATGAATTACC 1370
cryll F

1670 AAAGATATCGCGTGAGGATTCGCTATGCTTCTACCACAGATTTACAATTCCATACGTCAAT 1730
cryila Fint

1750 CAAGGTAATTTTTCAGCAACTATGAATAGAGGAGAGGACTTAGACTAAAAAACCTTTAGAA 1810

OoL4
2100 GAGAGAATTATTCGAGATAGTTAAATACGCGAAGCAACTCCATATTGAGCGAAACATGTAG 2160

cryllR crylla Rend
Figura 2 — Representagéo da localizagdo dos oligonucleotideos na sequéncia do gene crylla

(X62821.1).

A amplificacdo com os novos oligonucleotideos confirmou a presencga do gene

crylla na linhagem testada (Figura 3).

Figura 3. Amplificagdo do fragmento inicial do gene crylla. Reagéo de amplificagdo por PCR

utilizando os pares de iniciadores cry1la e cryllgralR com tamanho esperado de 900 pb.
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A clonagem do gene crylla foi obtida para B. thuringiensis BR145,
inicialmente, através de fragmentos amplificados que localizam-se nas extremidades
e regido central do gene (Figura 4). Posteriormente, clones de B. thuringiensis

BR145 contendo o gene crylla completo foram obtidos.

900 pb

Figura 4. Confirmacao do produto clonado através de PCR de colénia com amplificagdo dos trés
fragmentos do gene cryllA para B. thuringiensis BR145. 1 — Marcador 100 pb Ladder (Invitrogen),
2 — fragmento inicial do gene amplificado com crylla e cryligralR, 3 — fragmento central

amplificado com OL2 e OL4"', 4 — fragmento final do gene amplificado com cry1IF e cry1IREND.

O alinhamento de todas as sequéncias permitiu a obtencdo da sequéncia

completa do gene crylla apenas para B. thuringiensis BR145 (Figura 5).
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1261 GTTGATTTTCATTGGAAATTCGTCACACATCCGATCGCATCTGATAATTTCTATTATCCA 1320
v b FHW K FVTHU®PI ASIDNTEFEFY Y P

1321 GGGTATGCTGGAATTGGGACGCAATTACAGGATTCAGAAAATGAATTACCACCTGAAGCA 1380
G Y AGI GTQL QDS ENETLP P E A

1381 ACAGGACAGCCAAATTATGAATCTTATAGTCATAGATTATCTCATATAGGACTCATTTCA 1440
T G Q P NY ESY SHRULSHTIT G L I S

1441 GCATCACATGTGAAAGCATTGGTATATTCTTGGACGCATCGTAGTGCAGATCGTACAAAT 1500
A S HV K AL VY SWTWHURSADIRTN

1501 ACAATTGAGCCAAATAGCATTACACAAATACCATTAGTAAAAGCTTTCAATCTGTCTTCA 1560
T 1 E P NS 1T T QI PL VKATFNIL S S

1561 GGTGCCGCTGTAGTGAGAGGACCAGGATCTACAGGTGGGGATATCCTTCGAAGAACGAAT 1620
G AAVVRGPSGS* T G G D1 L R R TN

1621 ACTGGTACATTTGGGGATATACGAGTAAATATTAATCCACCATTTGCACAAAGATATCGC 1680
T GG TF G D1 RV NTNWPZPFAUOQURYR

1681 GTGAGGATTCGCTATGCTTCTACCACAGATTTACAATTCCATACGTCAATTAACGGTAAA 1740
VRI RYASTTUDULIQFHTS 1T NG K

1741 GCTATTAATCAAGGTAATTTTTCAGCAACTATGAATAGAGGAGAGGACTTAGACTAAAAA 1800
Al NQ GNF SATMNWIRGETD L D * K

1801 ACCTTTAGAACTGTAGGCTTTACCACTCCATTTAGCTTTTTAGATGTACAAAGTACATTC 1860
T FRTVGFTT®PZFSFLDVQ S T F

1861 ACAATAGGTGCTTGGAACTTCTCTTCAGGTAACGAAGTTTATATAGATAGAATTGAATTT 1920
T 1 G AWNUFSS GNEV Y I DRI EF

1921 GTTCCGGTAGAAGTAACATATGAGGCAGAATATGATTTTGAAAAAGCGCAAGAGAAGGTT 1980
v PV EV TY EAEYDFEIKAQE KV

1981 ACTGCACTGTTTACATCTACGAATCCAAGAGGATTAAAAACAGATGTAAAGGATTATCAT 2040
T AL FTSTNWPRGLIKTDV KDY H

2041 ATTGACCAGGTATCAAATTTAGTAGAGTCTCTATCAGATGAATTCTATCTTGATGAAAAG 2100
I DQV S NULV ESL SDETFY L DE K

2101 AGAGAATTATTCGAGATAGTTAAATACGCGAAGCAACTCCATATTGAGCGAAACATGTAG 2160

R E L F E 1 VKY AKQULHTIT ER N M

Figura 5 — Sequéncia completa de DNA do gene crylla da linhagem B. thuringiensis BR145 com a
sequéncia deduzida de aminoacidos. O peptideo sinal (italico) para secregéo esta presente no inicio
da sequéncia. As regides em destaque (cinza) demarcam os dominios |, Il e lll, respectivamente,
desta proteina. Os aminoacidos onde ocorreram as mutagbes em relagdo ao gene cryllald

(ACG63871) estao assinalados com asteriscos.

A sequéncia completa do gene cryll de B. thuringiensis BR145 apresenta um

total de 2160 pb. O alinhamento completo dessa sequéncia com as de outros genes
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cryll apresentou uma cobertura de 100% e identidade de 97 a 99% em relacéo aos
demais genes crylla depositados no banco de sequéncias de genes cry (Crickmore
et al., 2013), o que permitiu a identificacdo do gene de B. thuringiensis BR145 como
pertencendo a classe de genes crylla.

A partir da sequéncia completa do gene crylla de B. thuringiensis BR145, foi
deduzida a sequéncia de aminoacidos, a qual é composta por um total de 719
aminoacidos (Figura 5), equivalente a uma proteina com massa molecular de 81kDa.
Na extremidade N-terminal, pode-se identificar uma sequéncia lider composta por 45
aminoacidos, determinante para que esta proteina seja secretada (Kostichka et al.,
1996). Essa sequéncia lider € seguida de trés dominios proteicos (Figura 5),
conforme descrito anteriormente para outras proteinas Cry1la (Tailor et al., 1992;
Gleave et al., 1993; Kostichka et al., 1996; Tounsi et al., 2003; Escudero et al.,
2006).

O alinhamento global da sequéncia completa do gene crylla de B.
thuringiensis BR145 com sequéncias de outros genes crylla depositadas no NCBI
revelou algumas mutagdes pontuais (Tabela 1 - Anexos) como na sequéncia de
nucleotideos depositada por Tailor et al. (1992). Na posi¢do 697, ocorreu uma
transversdo T para G resultando com a troca do aminoacido de tirosina para
aspartato no dominio |; na posicdo 1589 houve uma transicdo de T para C que
resultou na troca de fenilalanina para serina no dominio Il, e em lll nas posi¢cdes
1797 e 2151 ocorreram transversoes de T para A, entretanto ndo ocorreram troca de
aminoacidos nestas posicoes.

Considerando que atualmente s&o descritos 30 tipos de genes crylla
(Crickmore et al., 2013), para a identificagdo do tipo de gene crylla presente em B.

thuringiensis BR145na linhagem BR145, foi feito um alinhamento multiplo das



55

sequéncias nucleotidicas, pelo uso do programa MEGA 5.10, o que permitiu a
construcdo de um dendrograma com a formagdo dos grupos A e B. O grupo A
agrupou a sequéncia do gene de B. thuringiensis BR145 e dos genes crylla (com
excegao do cryllal8). A identidade observada entre a sequéncia nucleotidica de B.
thuringiensis BR145 com as demais sequéncias foi de 99%, com exceg¢ao do gene
crylla7 descrito por Porcar et al. (2006) que obteve identidade de 97%. Esta
diferenca na identidade pode ser explicada pelo numero de mutacdes presentes
nesta sequéncia em relagdo as demais sequéncias do grupo crylla (Tabela 1 -
Anexos).

A comparagdo da sequéncia de B. thuringiensis BR145 com as sequéncias
agrupadas no grupo B, o qual foi composto pelos genes cryllal8 (Li et al., 2010),
crylibl (Shin et al., 1995), cryllb2 (Guan et al., 2007), cryllb3 (Liu & Guo et al.,
2008), cryllb4 (Zhao et al., 2010), cryllb6 (Li et al., 2010), crylicl (Osman et al.,
1998), resultou em 93% e 92% de identidade.

A sequéncia cryldl descrita por Choi et al. (2000) foi utilizada como raiz para
a construgdo do dendrograma e apresentou 91% de identidade com a sequéncia de

B. thuringiensis BR145 (Figura 6).
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cry1la11 Tounsi et al. 2003 (CAC85964)

cry1la14 Liu e Guo 2008 (ACG63871)

cry1la10 Espindola et al. 2003 (AAP86782)

cry1la2 Gleawe et al. 1993 (AAA22354)

cry1lat Tailor et al. 1992 (CAA44633)

icry1 la3 Shin et al. 1995 (AAC36999)

- cry1la4 Kostichka et al. 1996 (AAB00958)

cry1la8 Song et al. 2001 (AAK66742)

|:cry1 la9 Yao et al. 2002 (AAQO08616)

cry1la5 Selvapandiyan et al. 1996 (CAA70124)

-Icry1la12 Grossi de Sa et al. 2005 (AAV53390) L A

- BR145 FINAL

— cry1la31 Song et al. 2012 (JX944038)

— cry1la16 Guan et al. 2011 (FJ617448)

— cry1la13 Martins et al. 2006 (ABF83202)

L cry1la6 Zhong et al. 1998 (AAC26910)
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Figura 6 — Dendrograma de similaridade genética do alinhamento entre a sequéncia do gene crylla

de B. thuringiensis BR145 com demais sequéncias do gene cryll mostrando a similaridade entre elas.
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Figura 7 — Representacao dos trés dominios funcionais das toxinas Cry1la1 e Cry1la9 (A - proteina

Cry1la de B. thuringiensis BR145 e B - Cry1la9 acesso: AAQ082331).

A anadlise da sequéncia de aminoacidos do gene crylla de B. thuringiensis
BR145 mostrou que essa proteina possui os trés dominios (Figura 7) necessarios
para a atividade entomopatogénica da toxina.

Sendo assim, conclui-se que as alteragbes encontradas na sequéncia de
aminoacidos da toxina Cry1la de B. thuringiensis BR145 em relagdo as sequéncias
de aminoacidos de outras toxinas Cry1la permite a proposi¢cdo deste gene como
sendo um novo gene crylla, considerando que a classificagcdo proposta por
Crickmore e colaboradores (1998) apresenta como critério a similaridade de

aminoacidos entre as proteinas Cry.
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Tabela 1 — Indicagao do numero e tipo de mutacdes entre a sequéncia do gene crylla e da proteina Cry1la de B. thuringiensis BR145 e
sequéncias de genes crylla e de proteinas Cry1la depositadas no banco de sequéncias de genes cry (Crickmore et al. 2013).

Gene N° de Transicdo Transversao Delecao Tamanho Numero N°de aa Alteracao de aa
mutagoes do gene de aa alterados (Posigao)
(Acesso) (pb)
cryllal 4 1 3 2160 719 3 D/Y, SIF, *IY
(CAA44633)
(233, 530, 599)
crylla2 4 2 2 2160 719 2 SIF, *IY
(AAA22354)
(530, 599)
crylla3 6 1 5 2160 719 5 D/Y, S/F, *IY KIN, Q/E
(AAC36999)
(233, 530, 599, 711, 712)
cryllad 5 3 2 2160 719 3 AN, SIF, *IY
(AAB00958)
(443, 530,599)
cryllas 7 3 4 2160 719 5 K/R, S/F, *IY , KIN, Q/E
(CAAT70124)
(159, 530, 599, 711, 712)
crylla6 6 3 3 2160 719 3 S/F, N/K, *IY
(AAC26910)
(530, 552, 599)
crylla7 40 22 18 2160 719 29 *
(AAM73516)
crylla8 4 1 3 2160 719 3 H/Q, SIF, *IY
(AAK66742)

(413, 530, 599)
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crylla9 2166 719 3 Q/P, SIF, *IY
(AAQ08616)
(6, 530, 599)
cryllal0 2456 719 2 SIF, *IY
(AAP86782)
(530, 599)
cryllall 2160 719 4 SIF, *IY, KIN, Q/E
(CAC85964)
(530, 599, 711, 712)
cryllal2 2160 719 3 KIR, SIF, *IY
(AAV53390)
(159, 530, 599)
cryllal3 2160 719 5 KIN, SIF, N/S, *IY, FIS
(ABF83202)
(514, 530, 578, 599, 602)
cryllald 2160 719 2 SIF, *IY
(ACG63871)
(530, 599)
cryllals 2160 719 7 F/V, SIF, *IY, DIV, FIN,
(FJ617445) KIN, Q/E
(169, 530, 599, 652, 653,
711, 712)
cryllalé 2160 719 5 VIL, SIF, *IY, AIG, Q/G
(FJ617448)
(18, 530, 599, 710, 712)
cryllal? 2160 719 5 Q/P, SIF, *IY, EIV, Y/H
(GU989199)
(6, 530, 599, 650, 679)
cryllals 2129 705 61 *
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(ADK23801) (posigéo
2077)
crylla30 10 6 4 2157 719 7 Q/P, , M/I, L/S, VID, N/S,
(JQ317686) SIF, *IY
(6, 282, 411, 415, 465, 530,
599)
crylla3l 8 4 4 2169 722 4 S/P, FIL, SIF, *IY
(JX944038)
(232, 275, 530, 599)
crylla32 10 6 4 2153 717 8 L/P, K/IR, G/R, N/S, SIF,
(JX944039) DY, *IY, FIS
(93, 172, 211, 332, 530,
546, 599, 653)
crylla33 11 7 4 2169 722 4 N/S, R/H, T/I, SIF, *IY
(JX944040)
(99, 223, 280, 530, 599)
cryllbl 140 88 52 2160 719 52 *
(AAA82114)
cryllb2 159 91 68 2160 719 56 *
(ABW88019)
cryllb3 142 86 56 2160 719 51 *
(ACD75515)
cryllb4 166 98 68 2160 719 54 *

(HM051227)
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cryllb6 179 107 72 1 2110 702 60 *
(ADK38579)

crylicl 168 81 87 2160 719 76 *
(AAC62933)

crylldl 184 121 63 2160 719 104 *
(AAD44366)

Fonte: NCBI, 2013
*Aminoacidos e posicoes listados na tabela complementar.

Tabela complementar — Listagem de aminoacidos e suas posigdes referentes a sequéncias com maior niumero de alteracdes.

Gene

Aminoacidos (Posicao)
(Acesso)

crylla7 Q/P, M/Y, DIE, G/S, R/K, N/K, Q/L, M/V, A/S, HIN, P/A, TIA, AIT, AIS, KIR, TIM, I/T, AIT, SIF, L/, *IY, LIS, R/G, DIN, K/T, D/E,

(AAM73516) DIN, IIT, E/G
(6, 45, 65, 140, 150, 262, 281, 282, 289, 306, 307, 310, 324, 327, 364, 373, 376, 460, 530, 571, 599,614, 670, 675, 677, 678,
693, 715, 716)
cryllale  Q/P, FIL, SIA, Q/K, IIM, HIN, C/Y, KIR, Y/H, N/S, VI, E/D, VI, N/S, SIL, T/S, KR, D/E, G/K, SN, S/A, AIT, GIR, E/K, R/K, QIL,
(ADK23801)

M/V, A/S, HIN, P/Q, S/IA, T/IA, IIT, PIQ, LIW, VIP, HIL, PIL, IIV, AIT, SIP, SIF, LIV, *IY, FIL, ,QS, Y/H, K/E, R/G, D/N, K/T, D/E,
D/M, E/N, F/-, YQS, L/l, D/S, E/M, LIN, F/Y, E/S, IIR

(6, 12, 22, 35, 37, 39, 42, 44, 48, 50, 51, 52, 82, 99, 117, 126, 129, 140, 147, 160, 214, 228, 229, 252, 262, 281, 282, 289, 306,
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307, 308, 310, 330, 332, 341, 364, 367, 369, 373, 376, 392, 404, 428, 430, 440, 445, 460, 519, 530, 571, 599, 613, 614, 651,
659, 670, 675, 677, 678, 693)
cryllbl

Q/P, FIL, S/IA, Q/K, I/M, HIN, C/Y, K/IR, Y/H, N/S, V/I, E/D, VIF, N/S, SIL, T/S, KIR, D/E, GIE, SIN, S/A, AIT, G/IR, Y/F, SIN, E/K,
(AAAB2114) R/K, Q/L, M/V, A/S, HIN, P/Q, S/IA, T/A, Y1, N/S, Q/K, HIR, F/S, T/P, T/IA, IIT, P/Q, VIP, HIL, PIL, IV, AIT, SIF, *IY, VII, LIS

(6, 12, 22, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 82, 99, 117, 126, 129, 140, 147, 160, 214, 228, 229, 236, 240, 252, 262, 281, 282,
289, 306, 307, 308, 310, 330, 332, 341, 364, 367, 369, 373, 376, 392, 428, 430, 440, 445, 460, 530, 599, 605, 614)
cryllb2

Q/P, FIL, SIA, Q/K, I/M, HIN, C/Y, K/R, Y/H, N/S, V/I, E/D, SIR, VIF, N/S, SIL, L/IP, T/S, K/R, D/E, GIE, SIN, SIA, AIT, GIR, YIF,
SIN, E/K, R/K, Q/L, M/V, A/S, HIN, P/Q, SIA, TIA, Y/I, N/S, Q/K, F/S, T/P, TIA, IIT, PIQ, LIW, VIP, HIL, PIL, IV, AIT, SIF, N/K,
(ABW88019) *IY, VII, SIG, LIS

(6, 12, 22, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 56, 82, 99, 117, 125, 126, 129, 140, 147, 160, 214, 228, 229, 236, 240, 252, 262,
281, 282, 289, 306, 307, 308, 310, 330, 332, 341, 367, 369, 373, 376, 392, 404, 428, 430, 440, 445, 460, 530, 586, 599, 605,

612, 614)
crylib3 F/L, S/A, Q/K, I/M, HIN, C/Y, K/IR, Y/H, N/S, V/I, E/D, VIF, N/S, S/IL, T/S, K/IR, D/E, G/E, SIN, S/A, AIT, G/R, Y/F, SIN, E/K, R/K,
Q/L, MV, A/S, HIN, P/Q, S/IA, TIA, Y/, N/S, Q/K, FIS, T/P, TIA, I/T, PIQ, L/W, V/P, HIL, PIL, IV, AIT, SIF, *IY, VI, LIS
(ACD75515)
(12, 22, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 56, 82, 99, 117, 125, 126, 129, 140, 147, 160, 214, 228, 229, 236, 240, 252, 262, 281,
282, 289, 306, 307, 308, 310, 330, 332, 341, 367, 369, 373, 376, 392, 404, 428, 430, 440, 445, 460, 530, 599, 605, 614)
cryllb4

Q/P, FIL, SIA, Q/K, I/IM, C/F, K/IR, Y/H, N/S, V/I, E/D, VIF, N/S, N/D, S/L, K/l, T/A, DIE, VI, GIK, T/A, SIN, S/A, AIT, GIR, Y/F,
(HMO51227) SIN, E/K, R/K, Q/L, MV, AIS, HIN, P/Q, S/IA, T/A, Y/, N/S, Q/K, F/S, T/P, TIA, IIT, PIQ, LIW, VIP, HIL, PIL, IV, AIT, SIF, *IY, VI,
L/S
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(6,12, 22, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 56, 82, 99, 113, 117, 123, 125, 126, 140, 146, 147, 152, 160, 214, 228, 229, 236,
240, 252, 262, 281, 282, 289, 306, 307, 308, 310, 330, 332, 341, 367, 369, 373, 376, 392, 404, 428, 430, 440, 445, 460, 530,
586, 599, 605, 614)

cryllb6 Q/P, FIL, S/IA, Q/K, I/M, HIN, C/Y, KIR, Y/H, N/S, V/I, E/D, VIF, N/S, S/L, T/S, KIR, D/E, G/E, SIN, S/A, AIT, G/R, SIN, E/K, R/K,
Q/L, M/V, A/S, HIN, P/Q, SIA, TIA, Y/I, N/S, Q/K, F/S, T/IP, T/IA, IIT, PIQ, L/W, VIP, HIL, PIL, I/V, AT, SIP, SIF, LIV, *IY, VII, FIL,

(ADK38579)
L/S, Y/H, K/E, R/G, DIN, K/T, D/E

(6,12, 22, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 56, 82, 99, 117, 125, 126, 129, 140, 147, 160, 214, 228, 229, 236, 240, 252, 262,
281, 282, 289, 306, 307, 308, 310, 330, 332, 341, 367, 369, 373, 376, 392, 404, 428, 430, 440, 445, 460, 519, 530, 571, 586,
599, 605, 613, 614, 651, 659, 670, 675, 677, 678)

crylicl Q/P, SIT, FIL, SIA, Q/K, I/M, HIN, C/Y, KIR, Y/H, N/S, V/I, EID, AIP, VIF, N/S, E/A, Q/R, S/L, D/E, SIN, G/E, E/IN, W/G, S/A, AT,
G/R, D/Y, YIF, YIN, SIN, G/A, AlG, E/Q, R/K, M/I, T/E, AIR, LIV, Q/L, M/V, A/S, HID, HIN, P/Q, S/A, FIL, TIR, Y/, N/S, Q/K, F/S,

AAC62933
( : T/P, TIA, IIT, PIQ, VIF, LIW, VIP, HIL, PIL, IIV, AIT, AIG, SIF, D/H, N/K, T/S, D/H, I/M, *IY, VI, LIS, R/S, D/G, F/L

(6, 11, 12, 22, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 56, 79, 82, 99, 110, 114, 117, 125, 126, 129, 140, 147, 160, 207, 209, 210, 214,
228, 229, 233, 236, 239, 240, 248, 251, 252, 262, 264, 265, 273, 274, 281, 282, 289, 304, 306, 307, 308, 309, 310, 330, 332,
341, 367, 369, 373, 376, 392, 398, 404, 428, 430, 440, 445, 460, 481, 530, 534, 540, 541, 546, 563, 564, 586, 599, 605, 614,

636, 695)

crylldl L/S, Q/P, D/IN, K/IM, HQY, Q/R, F/L, KIT, I/S, S/F, SIP, KIE, N/H, E/N, D/N, I/M, Q/K, I/S, H/IN, C/Y, K/R, Y/H, N/S, VI/I, E/ID, AV,

TIN, VIF, N/S, /K, SIL, T/A, DIE, VI, GIE, A/V, SIN, SIE, VIS, EIS, R/IQ, AIT, G/Q, D/E, H/Y, VIS, K/IE, SIN, N/R, E/K, R/K, Q/R,
MV, KIP, T/S, AIS, HIN, P/A, SIA, TIA, AIT, Y/I, NIS, Q/K, F/S, T/P, TIA, IIT, P/Q, VIP, HIL, PIL, I/V, AIT, E/N, P/S, N/D, S/P,
A/S, SIF, R/Q, VIL, DIN, Q/E, *IY, TIA, VI, LIS, DIN, VIA, SIL, FIL, E/K, E/D, K/E, VI/I, LIM, P/L, G/R, D/IN, K/T, Y/C, I/L, H/N

(AAD44366)
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(3,6,7,8,9,10, 11,12, 17, 21, 22, 25, 27, 28, 29, 31, 32, 35, 36, 38, 41, 43, 48, 50, 51, 52, 56, 57, 73, 79, 82, 99, 110, 111,

114, 117, 125, 126, 140, 147, 154, 160, 214, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 234, 236, 237, 240, 245, 281, 286, 288, 306, 307,

308, 310, 324, 330, 332, 341, 367, 369, 373, 376, 392, 428, 430, 440, 445, 460, 503, 504, 505, 519, 523, 530, 537, 561, 570,
572, 599, 601, 605, 614, 615, 629, 653, 654, 658, 659, 660, 663, 669, 671, 675, 679, 713, 714)




RESULTADOS COMPLEMENTARES



70

Para a clonagem e identificacdo do gene crylla de B. thuringiensis BR09
foram realizados todas as etapas descritas para a clonagem do gene crylla de B.
thuringiensis BR145 constadas no artigo anterior. A sequéncia do gene crylla de B.
thuringiensis BR09 também apresentou 88% de cobertura e 97% de identidade com
a sequéncia do gene crylla (numero de acesso X62821.1) descrita por Tailor et al.
(1992) e os oligonucleotideos desenvolvidos a partir desta sequéncia para a BR145
foram utilizados para amplificacédo deste gene na linhagem BR09. Os produtos das
amplificacbes foram sequenciados ao menos duas vezes e a qualidade das
sequéncias foi confirmada pelo uso do programa Sequencher v.5.1 (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI). O alinhamento de todas as sequéncias obtidas pelos
programas MEGA 5.10 e BioEdit 7.1.11 permitiu a dedugédo da sequéncia do gene
crylla para esta linhagem (Figura 1), sendo necessarias novos sequenciamentos

para obtencio total da sequéncia, os quais serao realizadas posteriormente.

Query 1 ATGTT-CGCTCAATATGGAGTT--TTCGCGTATTTAACTATCTCGAATAATTCTCTCTTT 57
FEEEE reeeeeeeneeree e teee e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2156 ATGTTACGCTCAATATGGAGTTGCTTCGCGTATTTAACTATCTCGAATAATTCTCTCTTT 2097
Query 58  TCATCAAGATAGAATTCATCTGATAGAGACTCTACTAAATTTGATACCTGGTCAATATGA 117
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
Shjct 2096 TCATCAAGATAGAATTCATCTGATAGAGACTCTACTAAATTTGATACCTGGTCAATATGA 2037
Query 118  TAATCCTTTACATCTGTTTTTAATCCTCTTGGATTCGTAGATGTAAACAGTGCAGTAACC 177
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
Sbjct 2036 TAATCCTTTACATCTGTTTTTAATCCTCTTGGATTCGTAGATGTAAACAGTGCAGTAACC 1977
Query 178  TTCTCTTGCGCTTTTTCAAAATCATATTCTGCCTCATATGTTACTTCTACCGGAACAAAT 237
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
Sbjct 1976 TTCTCTTGCGCTTTTTCAAAATCATATTCTGCCTCATATGTTACTTCTACCGGAACAAAT 1917
Query 238  TCAATTCTATCTATATAAACTTCGTTACCTGAAGAGAAGTTCCAAGCACCTATTGTGAAT 297
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
Sbhjct 1916 TCAATTCTATCTATATAAACTTCGTTACCTGAAGAGAAGTTCCAAGCACCTATTGTGAAT 1857
Query 298  GTACTTTGTACATCTAAAAAGCTAAATGGAGTGGTAAAGCCTACAGTTCTAAAGGTTTTA 357

TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 1856 GTACTTTGTACATCTAAAAAGCTAAATGGAGTGGTAAAGCCTACAGTTCTAAAGGTTTTA 1797
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Shjct
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Sbhjct
Query

Shjct
Query

Sbhjct
Query

Sbhjct
Query

Shjct
Query

Sbhjct
Query

Shjct
Query

Sbjct
Query

Shjct
Query

Sbjct
Query

Shjct
Query

358

1796
418

1736
478

1676
538

1616
598

1556
658

1496
718

1436
778

1376
838

1316
898

1256
958

1196
1018

1136
1078

1076
1138

TAGTCTAAGTCCTCTCCTCTATTCATAGTTGCTGAAAAATTACCTTGATTAATAGCTTTA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TAGTCTAAGTCCTCTCCTCTATTCATAGTTGCTGAAAAATTACCTTGATTAATAGCTTTA
CCGTTAATTGACGTATGGAATTGTAAATCTGTGGTAGAAGCATAGCGAATCCTCACGCGA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
CCGTTAATTGACGTATGGAATTGTAAATCTGTGGTAGAAGCATAGCGAATCCTCACGCGA
TATCTTTGTGCAAATGGTGGATTAATATTTACTCGTATATCCCCAAATGTACCAGTATTC
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TATCTTTGTGCAAATGGTGGATTAATATTTACTCGTATATCCCCAAATGTACCAGTATTC
GTTCTTCGAAGGATATCCCCACCTGTAAATCCTGGTCCTCTCACTACAGCGGCACCTGAA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GTTCTTCGAAGGATATCCCCACCTGTAAATCCTGGTCCTCTCACTACAGCGGCACCTGAA
GACAGATTGAAAGCTTTTACTAATGGTATTTGTGTAATGCTATTTGGCTCAATTGTATTT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GACAGATTGAAAGCTTTTACTAATGGTATTTGTGTAATGCTATTTGGCTCAATTGTATTT
GTACGATCTGCACTACGATGCGTCCAAGAATATACCAATGCTTTCACATGTGATGCTGAA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GTACGATCTGCACTACGATGCGTCCAAGAATATACCAATGCTTTCACATGTGATGCTGAA
ATGAGTCCTATATGAGATAATCTATGACTATAAGATTCATAATTTGGCTGTCCTGTTGCT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
ATGAGTCCTATATGAGATAATCTATGACTATAAGATTCATAATTTGGCTGTCCTGTTGCT
TCAGGTGGTAATTCATTTTCTGAATCCTGTAATTGCGTCCCAATTCCAGCATACCCTGGA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TCAGGTGGTAATTCATTTTCTGAATCCTGTAATTGCGTCCCAATTCCAGCATACCCTGGA
TAATAGAAATTATCAGATGCGATCGGATGTGTGACGAATTTCCAATGAAAATCAACCCTA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TAATAGAAATTATCAGATGCGATCGGATGTGTGACGAATTTCCAATGAAAATCAACCCTA
GGTACTCCATTAACAGGTTGAGTTAAAAATAGATTCAGCCCTGCCAATGATTCAGTCCTA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GGTACTCCATTAACAGGTTGAGTTAAAAATAGATTCAGCCCTGCCAATGATTCAGTCCTA
TAGACGTCTCGAGAAGTGAACGGTAATGTTACAGGATTAATAGAAGTATTAGTAGATCCT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TAGACGTCTCGAGAAGTGAACGGTAATGTTACAGGATTAATAGAAGTATTAGTAGATCCT
TGTGTTGAGATATTTAACGTTCCTCCTATTGTTCGGAATTCTAGTTTATGTCCTCCCCAC
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TGTGTTGAGATATTTAACGTTCCTCCTATTGTTCGGAATTCTAGTTTATGTCCTCCCCAC
ATATTCATATACTGAGTGTTACTCCATCGACTTAATAAGCTGTAAATTGTAACTTGTTCT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
ATATTCATATACTGAGTGTTACTCCATCGACTTAATAAGCTGTAAATTGTAACTTGTTCT
AGAAAATCGAGTAGATGCGGGTTTCGAACAACAGCAGCCTCTATGGCAGAGAACGAAGGT

417

1737
477

1677
537

1617
597

1557
657

1497
717

1437
7

1377
837
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Query
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Query
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Query

Shjct
Query

1016

1198

956
1258

896
1318

836
1378

776
1438

716
1498

656
1558

596
1618

536
1678

476
1738

416
1798

356
1858

296
1918

236
1978

AGAAAATCGAGTAGATGCGGGTTTCGAACAACAGCAGCCTCTATGGCAGAGAACGAAGGT

GCATTATTATTATACCAAGTCGTACTTGTAAAACTTGGATGCGGATGTACTGTCCCAATT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GCATTATTATTATACCAAGTCGTACTTGTAAAACTTGGATGCGGATGTACTGTCCCAATT
GCGTCTGTATATACTTCTCTTGTAAGTTGGGCTGTAGTTTTAATTGGATACATTTGTGTA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GCGTCTGTATATACTTCTCTTGTAAGTTGGGCTGTAGTTTTAATTGGATACATTTGTGTA
TCATAGCTTGGAAATAGTGCCACTAAATCTAGTACCATTAAAGTCATGTCTCTACGGAAT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TCATAGCTTGGAAATAGTGCCACTAAATCTAGTACCATTAAAGTCATGTCTCTACGGAAT
TGATTATATCGTACCCAACTTTCGGCATTTGTACCCCTCAAGTTATTTAGACCTGTGCTA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TGATTATATCGTACCCAACTTTCGGCATTTGTACCCCTCAAGTTATTTAGACCTGTGCTA
TACCATTTCACACAATGGTCGGAATAATCTCCTGCTCGTTCGACTTGACGGTTATAAAAT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TACCATTTCACACAATGGTCGGAATAATCTCCTGCTCGTTCGACTTGACGGTTATAAAAT
GTTGAAATTTCTGAAGATGATAATCCCCACTCTTTTCCAAAAATAGATGCATCTCTTAAT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GTTGAAATTTCTGAAGATGATAATCCCCACTCTTTTCCAAAAATAGATGCATCTCTTAAT
AGCAACAAATGTAAATTTGCAGCTTGGGCATATATCGGTAATAATGGTACCTCCTCTCCA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
AGCAACAAATGTAAATTTGCAGCTTGGGCATATATCGGTAATAATGGTACCTCCTCTCCA
GACACTGCAAAAGAAGGTAGTTTCTGAACGAACATCAATTCTAATGCGATATATTGGCTC
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GACACTGCAAAAGAAGGTAGTTTCTGAACGAACATCAATTCTAATGCGATATATTGGCTC
TTGACAACACTCCTAGCCCTTGTGTTATTACGATTTCCAACCCAACTTTCAAGCGAATCA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TTGACAACACTCCTAGCCCTTGTGTTATTACGATTTCCAACCCAACTTTCAAGCGAATCA
TGGTAGACAGCTAAGGCATCTCCTAATCCTTTCAAGTCTGTAAGTGCTTTATTTCTTGCA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TGGTAGACAGCTAAGGCATCTCCTAATCCTTTCAAGTCTGTAAGTGCTTTATTTCTTGCA
TAAGTTGATATTTTTTGATTAATAATCTCTTCTACATGTTCCATAAAGATTTCCCATTGA
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TAAGTTGATATTTTTTGATTAATAATCTCTTCTACATGTTCCATAAAGATTTCCCATTGA
TTTTTCCCCTTAGGCCATAGCTCACCTAAGATAAAACTATAAAGACTAGCTACTTGTCCT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
TTTTTCCCCTTAGGCCATAGCTCACCTAAGATAAAACTATAAAGACTAGCTACTTGTCCT
GCAAAAGGAACGCCTAGGGTACCAAGTATTTTACCCGCAATACCAATACCTGTTTGAATT
RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
GCAAAAGGAACGCCTAGGGTACCAAGTATTTTACCCGCAATACCAATACCTGTTTGAATT
GTTGATGCACTAACAAACGGCTCTACATTTTCATACTCAGACATTTTCAAACAATCTTCA
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1317

837
1377
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Sbjct 176 GTTGATGCACTAACAAACGGCTCTACATTTTCATACTCAGACATTTTCAAACAATCTTCA 117

Query 2038 TGATTAATGTTTTGTAATTCTATATCTGTTTCATTTTTTAGTGAATCCGTAGAGATTTTA 2097

RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN N RN RN
Sbjct 116  TGATTAATGTTTTGTAATTCTATATCTGTTTCATTTTTTAGTGAATCCGTAGAGATTTTA 57

Query 2098 TCTACTTTCGCATTGCTAGAAAAACTTTGATGCTTATCTTGATTCTTTAGTTTCAT 2153

HEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
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Figura 1 — Alinhamento da sequéncia parcial de nucleotideos do gene crylla de B. thuringiensis

BR09 com a sequéncia de nucleotideos do gene cryllal4 (acesso: ACG63871) (Liu & Guo, 2008).

A sequéncia parcial do gene crylla obtido para B. thuringiensis BR09
apresenta um total de 2153 pb. O alinhamento dessa sequéncia com as de outros
genes crylla apresentou uma cobertura de 100% e identidade de 99% em relacao
aos demais genes crylla depositados no banco de sequéncias de genes cry, com
excegao ao gene crylla7 (Porcar et al., 2006) que foi observada uma identidade de
97% (NCBI, 2013). Em relagdo a sequéncia do gene crylla de B. thuringiensis
BR145, apresentou 99% de identidade sendo observado duas mutagdes pontuais;
uma transicdo de C para T na posi¢cao 1589 e uma transversdo de A para T na
posigao 1797.

O alinhamento global da sequéncia do gene crylla de B. thuringiensis BR09
com sequéncias de outros genes cryll depositadas no NCBI revelou algumas

mutacdes pontuais (Tabela 1) que serao investigadas posteriormente.

Tabela 1 — Indicacdo do numero e tipo de mutagdes entre a sequéncia do gene crylla de B.
thuringiensis BR09 e sequéncias do gene crylla depositadas no banco de sequéncias de

genes cry (Crickmore et al., 2013).

Gene N° de Transicdo Transversao Delecao Tamanho aa’
(Acesso) mutacoes do gene
cryllal 1 1 2160 719
(CAA44633)

crylla2 1 1 2160 719
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(AAA22354)

crylla3 3 3 2160 719
(AAC36999)

cryllad 2 2 2160 719
(AAB00958)

crylla5 4 2 2 2160 719
(CAA70124)

crylla6 3 2 1 2160 719
(AAC26910)

crylla7 58 32 26 2160 719
(AAM73516)

crylla8 2 1 1 2160 719
(AAK66742)

crylla9 1 1 2166 719
(AAQ08616)

cryllalo 0 2456 719
(AAP86782)

cryllall 2 2 2160 719
(CAC85964)

cryllal2 2 2 2160 719
(AAV53390)

cryllal3 3 2 1 2160 719
(ABF83202)

cryllal4d 0 2160 719
(ACG63871)

cryllals 7 1 6 2160 719
(FJ617445)

cryllalé 8 5 3 2160 719
(FJ617448)

cryllal7 8 7 1 2160 719
(GU989199)

cryllal8 163 102 60 1 2129 705
(ADK23801) (posicao

2077)

crylla30 7 5 2 2157 719
(JQ317686)

crylla3l 3 3 2169 722
(JX944038)

crylla32 7 5 2 2153 717
(JX944039)

crylla33 6 6 2169 722
(JX944040)

Fonte: NCBI, 2013

Atualmente séo descritos 30 tipos de genes crylla (Crickmore et al., 2013).
Para a identificagdo do tipo de gene crylla presente em B. thuringiensis BR09, foi
feito um alinhamento multiplo das sequéncias, pelo uso do programa MEGA 5.10, o
que permitiu a construgdo de um dendrograma. O grupo A agrupou as sequéncias

do gene de B. thuringiensis BR09 e dos genes crylla (com excegdo do cryllal8). A
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identidade observada entre a sequéncia de B. thuringiensis BR09 com as demais
sequéncias foi de 99%, com excegdo do gene crylla7 descrito por Porcar et al.
(2006) que obteve identidade de 97%. Esta diferenca na identidade pode ser
explicada pelo numero de mutagdes presentes nesta sequéncia em relacido as
demais sequéncias do grupo crylla (Tabela 1). A comparagdo da sequéncia de B.
thuringiensis BR09 com as sequéncias agrupadas no grupo B, o qual foi composto
pelos genes cryllal8 (Li et al., 2010), cryllbl (Shin et al., 1995), cryllb2 (Guan et
al., 2007), cryllb3 (Liu & Guo et al., 2008), cryllb4 (Zhao et al., 2010), cryl1lb6 (Li et
al., 2010), cryllcl (Osman et al., 1998), resultou em 93% e 92% de identidade. A
sequéncia para crylldl (Choi et al., 2000) apresentou identidade de 91% com a de
B. thuringiensis BR09 e foi utilizada como raiz para a construgdo do dendograma
(Figura 2).

A partir da sequéncia parcial do gene crylla da linhagem BRO09 ,foi deduzida
a sequéncia parcial de aminoacidos, a qual é composta por um total de 711

aminoacidos (Figura 3).
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cry1la11 Tounsi et al. 2003 (CAC85964)
cry1lal4 Liu e Guo 2008 (ACG63871)
cry1la10 Espindola et al. 2003 (AAP86782)
BRO9
cry1lal Tailor et al. 1992 (CAA44633)
cry1la3 Shin et al. 1995 (AAC36999)
cry1la2 Gleave et al. 1993 (AAA22354)
[cry1la4 Kostichka et al. 1996 (AAB00958)
cry1la8 Song et al. 2001 (AAK66742)
|:cry1la9 Yao et al. 2002 (AAQ08616)
cry1la5 Selvapandiyan et al. 1996 (CAA70124)
-Icry1la12 Grossi de Sa et al. 2005 (AAV53390)
— cry1la31 Song et al. 2012 (JX944038)
L cry1la16 Guan et al. 2011 (FJ617448)
— cry1la13 Martins et al. 2006 (ABF83202)
- cry1laé Zhong et al. 1998 (AAC26910)
cry1la17 Li et al. 2010 (GU989199)
cry1la15 Guan et al. 2011 (FJ617445)
cry1la33 Song et al. 2012 (JX944040)
cry 11a30 Kumari e Kamur 2011 (JQ317686)
cry1la32 Song et al. 2012 (JX944039)
cry1la7 Porcar et al. 2000 (AAM73516)
cry1lc1 Osman et al. 1998 (AAC62933)
cry1la18 Li et al. 2010 (ADK23801)
cry1lb6 Li et al.2010 (ADK38579)
cry1lb4 Zhao et al.2010 (HM051227) — B

cry1lb1 Shin et al.1995 (AAA82114)
cry1Ib3 Liu et al.2008 (ACD75515) B
cry1ld1 Choi et al.2000 (AAD44366)

100 80 60 40 20

— |-Ecw1lb2 Guan et al.2007 (ABW88019)

Figura 2 — Dendrograma do alinhamento entre a sequéncia do gene crylla da linhagem BR09 com

demais sequéncias do gene cryll mostrando a similaridade entre elas.
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Figura 3 - Sequéncia de nucleotideos do gene crylla de B. thuringiensis BR09 com a sequéncia
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O gene inteiro crylla de B. thuringiensis BR0O9 foi clonado e novas reagdes de

sequenciamento serao

realizadas visando a confirmagdo das alteragdes

encontradas na sequéncia do gene crylla de B. thuringiensis BR09 e a obtengao

completa de sua sequéncia e, permanecendo a confirmacdo desses resultados, a
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sequéncia desse gene sera proposta para ser classificada com um novo gene crylla

seguindo critérios de classificagdo proposto por Crickmore e colaboradores (1998).





