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ZORZETTI, Janaina. Selecdo e caracterizacdo morfolégica e molecular de isolados de
Bacillus thuringiensis virulentos a Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae). 2015. 93 f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

A cultura do cafeeiro tem grande importancia mundial, sendo o Brasil o maior produtor e
exportador de café. Entretanto, esta sujeita a diversos problemas fitossanitarios, como a broca-
do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), que causa
danos diretos pela destrui¢do das sementes, ¢ indiretos por afetar a qualidade da bebida do
café. O controle quimico ¢ o método mais utilizado, o que pode levar a contaminagio
ambiental e humana. Uma alternativa ao uso de produtos quimicos seria a utilizacdo da
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner, que ¢ altamente especifica ao
inseto e indcua ao homem. Assim, o objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de B.
thuringiensis virulentos a H. hampei, caracteriza-los por métodos morfologicos e moleculares
e identificar proteinas Cry com potencial controle dessa espécie para uma possivel utilizagao
na produgdo de plantas geneticamente modificadas. Para isso, 34 isolados de B. thuringiensis
que apresentaram toxicidade a insetos da ordem Coleoptera e Diptera foram avaliados em
bioensaio seletivo, quanto a toxicidade a larvas de 1° instar de H. hampei. Entre os isolados
testados, 11 além da linhagem padrdo B. thuringiensis subespécie israelensis, provocaram
mortalidades acima de 90% e foram submetidos a estimativa da concentracao letal média
(CLso) e caracterizados por métodos morfolégicos, bioquimicos e moleculares. A CLsy dos
isolados selecionados variou de 0.037E+9 a 0.956E+9 esporos mL™'. A menor concentragio
letal foi obtida com o isolado BR58, seguido pela linhagem padrao IPS82, e pelos isolados
BR137, BR80, BR67 e BR81. A caracterizagdo molecular identificou a presenga dos genes
crydA, cry4B, cryl0, cryll e cytl em dez isolados que apresentaram perfis génicos semelhantes
ao padrdo B. thuringiensis subsp. israelensis. O isolado BR67 diferiu completamente dos
demais, e amplificou apenas o gene cry3. O perfil proteico revelou proteinas de 28, 65, 70 e
130 kDa, e a andlise morfologica identificou inclusdes cristalinas esféricas em todos os
isolados, semelhantes a linhagem padrao. Para o isolado BR58, que apresentou a menor CLs,
foi realizado o sequenciamento do genoma total, o que revelou a presenca dos genes
cry30Aal e cry60Aa2 e permitiu a obten¢dao de subclasses para os genes cry4Aal, cry4Bal
cryl0Aag3, cryllAal e cytlAal identificados por PCR. Os resultados obtidos revelam que os
11 isolados estudados, especialmente o isolado BR58, tém potencial para serem utilizados
como fonte de genes para a produgao de plantas de cafeeiro resistentes a H. hampei.

Palavras-chave: Controle microbiano. Proteinas Cry. Bactérias entomopatogénicas. Broca-
do-café.



ZORZETTI, Janaina. Selection and characterization morphological and molecular of the
Bacillus thuringiensis strains virulent to Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae). 2015. 93 f. Thesis (Doctorate in Agronomy) — State University
of Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The coffee crop has great importance worldwide, and Brazil is the largest producer and
exporter of coffee. However, it is subject to various plant health problems, such as the coffee
berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), which
causes direct damage by the destruction of seeds, and indirect to by affecting the coffee
beverage quality. Chemical control method is the most widely used, which can lead to
environmental and human contamination. An alternative to chemical use would be the use of
entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis Berliner, which is highly specific to
insects and harmless to man. The objective of this work was to select B. thuringiensis strains
virulent to H. hampei, characterize them by morphological and molecular methods and
identify Cry proteins with potential control for this species for possible use in the production
of genetically modified plants. For this, 34 B. thuringiensis strains that were toxic to
Coleoptera and Diptera insects were evaluated in selective bioassay for coffee berry borer 1%
instar larval toxicity. Among the strains tested, 11 beyond the B. thuringiensis subsp.
israelensis strain, which caused over 90% mortality was subjected to estimation of the median
lethal concentration (LCsg) and characterized by morphological, biochemical and molecular
methods. The LCs to selected strains ranged from 0.037E+9 to 0.956E+9 spores mL™. The
lowest lethal concentration was obtained with the strain BR58, followed by the standard strain
IPS82, and the strains BR137, BR80, BR67 and BR81. The molecular characterization
identified the cry4A, cry4B, cryl0, cryll and cytl genes in ten isolates showing that it had
genetic profiles similar to standard B. thuringiensis subsp. israelensis. The strains BR67
differed completely from the others strains, just presenting the cry3 gene. The protein profile
revealed proteins of 28, 65, 70 and 130 kDa, and morphological analysis reveles that all
isolates produced round crystals, similar to the standard strain. The strain BR58, which had
the lowest LCsy, was sequncied and revealed the presence of cry30Aal and cry60Aa2 genes
and afforded ranks for cry4Aal, cry4Bal cryl0Aa3, cryllAal and cytlAal genes that had
been identified by PCR. The results revealed that the strains, especially strain BR58, have the
potential to be used as a source of genes for the production of coffee plants resistant to coffee
berry borer.

Key words: Microbial control. Cry proteins. Entomopathogenic bacteria. Coffee berry borer.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ um produto de importancia mundial, que gera renda e emprego
para milhares de pessoas envolvidas desde o cultivo até o processamento e comercializagao.
Nos paises em desenvolvimento, o cultivo do café ¢ uma atividade de grande importancia
tanto para os setores da economia quanto da politica. O Brasil ¢ o maior produtor e exportador
de café, bem como o segundo maior consumidor mundial. Seu cultivo estd difundido nos
estados brasileiros, concentrando-se atualmente em Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo,
Bahia, Rondonia e Parana (ICO, 2014).

A cafeicultura esta sujeita a diversos problemas fitossanitarios que afetam a
qualidade do produto e causam prejuizos econdmicos. Entre as pragas, a mais importante ¢ a
broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), que
ataca os frutos em todos os estadios de maturagdo, causando danos diretos como a destruigdao
total ou parcial das sementes e queda prematura de frutos. Indiretamente, a qualidade da
bebida, ¢ afetada pela presengca de micro-organismos que penetram nos frutos através do
orificio feito pelo inseto (REIS, 2002).

O método de controle mais utilizado ¢ a aplicagdo de produtos quimicos,
que apesar de ser eficiente, pode causar problemas como a contaminagao ambiental e humana.
No Brasil existem apenas dois ingredientes ativos registrados para a praga - etofenproxi e
clorpirifds - classificados como toxico e extremamente toxico e altamente perigoso ao meio
ambiente. O Endossulfam foi produto mais utilizado até recentemente, com elevada eficiéncia
de controle. Entretanto, devido a restricoes de paises importadores, por ser considerado
extremamente toxico e persistente e responsavel por selecionar populagdes de insetos
resistentes foi banido do mercado brasileiro pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), que em um processo de reavaliacdo do ingrediente ativo, determinou sua retirada do
mercado brasileiro no prazo de quatro anos, contados a partir 31 de julho de 2010 (ANVISA,
2010).

Nos ultimos anos, observou-se um aumento no numero de consumidores de
cafés especiais, ou seja, produtos diferenciados tanto pela qualidade da bebida, quanto pelo
interesse em produtos livres de residuos toxicos, ambientalmente sustentaveis e socialmente
justos. Assim, diversos métodos alternativos ao controle quimico vém sendo pesquisados
contra a broca-do-café, como o controle biologico, cultural e comportamental (MOREIRA,

2008).
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O melhoramento genético do cafeeiro, ao longo dos anos, vem
desenvolvendo novas cultivares adaptadas a diferentes regides e sistemas de cultivo, que
expressem elevada produtividade, boa qualidade de bebida e tolerdncia e/ou resisténcia a
doencas e pragas. Nesse contexto, alguns pesquisadores propuseram que plantas
geneticamente modificadas através da insercdo de genes codificadores de toxinas de Bacillus
thuringiensis, poderiam apresentar bons resultados no controle de H. hampei (LOPEZ-
PAZOS; CORTAZAR; CERON, 2009).

B. thuringiensis ¢ uma bactéria entomopatogénica que, durante o processo
de esporulagdo, produz inclusdes cristalinas compostas por protoxinas denominadas proteinas
Cry. Essas protoxinas, ao serem ingeridas pelos insetos, se ligam a receptores localizados no
tecido epitelial do intestino causando o rompimento das células e permitindo que o contetdo
intestinal extravase para a hemocele do inseto, causando infeccdo generalizada. Essas
bactérias sdo altamente especificas na sua atividade, de modo que ndo causam danos a insetos
ndo alvo, a vertebrados e ao meio ambiente (SOBERON et al., 2007; VIDAL-QUIST;
CASTANERA; GONZALEZ-CABRERA, 2009; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES,
2007).

A hipétese é que isolados de B. thuringiensis patogénicos a H. hampei,
podem ter um gene Cry clonado e introduzido em plantas de café, e assim expressar a toxina
inseticida de B. thuringiensis nos frutos e sementes, permitindo entdo o contato direto entre os
insetos e a toxina, quando estiverem penetrando ou alojados nos frutos de café.

Assim, o objetivo deste trabalho foi selecionar e realizar a caracterizagao
morfoldgica e molecular de isolados de B. thuringiensis virulentos a larvas de H. hampei, os
quais poderdo ser posteriormente, utilizados como fonte de genes para o desenvolvimento de

plantas geneticamente modificadas resistentes a essa praga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS E ECONOMICOS DA CULTURA DO CAFEEIRO

A cultura do cafeeiro ¢ conhecida mundialmente, e desde sua origem,
provavelmente nas florestas tropicais da Etiopia, Sudao e Quénia, difundiu-se para a Holanda,
Franca, América Central e América do Sul. Foi introduzida no Brasil por Francisco de Mello
Palheta em 1727, proveniente da Guiana Francesa e cultivada em Belém do Para.
Posteriormente foi levada ao Maranhdo e se expandiu para os estados vizinhos chegando a
Bahia em 1770. Em 1774 o cultivo do cafeeiro foi introduzido no Rio de Janeiro, seguindo
para a Serra do Mar, e para os estados de S3o Paulo e Minas Gerais, onde encontrou
condig¢des climaticas favoraveis para o seu cultivo, chegando ao Norte Paranaense entre 1928
e 1930 (MATIELLO et al., 2002).

O género Coffea L. possui cerca de 100 espécies, sendo que apenas duas
delas apresentam importancia comercial e sdo cultivadas de maneira extensiva: Coffea
arabica L., que representa 70% da produg¢do mundial, e Coffea canephora Pierre, com 30%
(MATIELLO et al., 2002). A espécie C. arabica ¢ uma planta tropical de altitude, adaptada a
climas imidos com temperaturas amenas. A temperatura considerada ideal varia de 16 a 23 °C
e as regides mais indicadas sdo aquelas com pluviosidade acima de 1200 mm/ano. E cultivada
atualmente nas regides tropicais com altitudes acima de 500 metros e temperaturas médias
anuais de 19 a 22°C (PEDINI, 2000).

A espécie C. canephora, conhecida também como café robusta, ¢ originaria
das regides equatoriais baixas, quentes e umidas da bacia do Congo, com altitudes inferiores a
850 metros, estando adaptada as condi¢des de temperaturas mais elevadas, com média anual
na faixa de 22 a 26 °C (PEDINI, 2000). Esta variedade produz grdos com qualidade e prego
inferiores aos da ardbica, entretanto ¢ mais produtiva e competitiva, sendo exportada por
Brasil e Colombia (CHI; TUAN; LAN, 2009).

O café apresenta ¢ de grande relevancia para a economia de paises
produtores, processadores, comerciantes e consumidores, e também exerce influéncia na
economia e politica de muitos paises em desenvolvimento. E um dos produtos basicos mais
valiosos, e representa mundialmente um mercado em valores que, em muitos anos, foi
superado apenas pelo petroleo. O café ¢ negociado nas principais bolsas de mercadorias e

futuros do mundo, como as de Londres e Nova lorque (USDA, 2014).
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A partir dos anos 90, o mercado mundial de café apresentou expressivas
modificacdes com crescimento de aproximadamente 30% na produ¢do mundial entre 1990 e
2010. Na safra de 2013, a producdo mundial foi de aproximadamente 145 milhdes de sacas,
sendo que o Brasil foi responséavel por 35% desse total, seguido pelo Vietna (15%), Indonésia
(8,8%), Coldombia (7%), Etiopia (4,4%) e India (3,7%) (ICO, 2014). Além de ser o maior
produtor mundial de C. arabica, o Brasil é também o maior exportador ¢ o segundo maior
consumidor, perdendo apenas para os Estados Unidos (ICO, 2014).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial ha mais de 150 anos e o café teve
grande influéncia na formagao do pais e de importantes cidades como Sao Paulo, Campinas,
Ribeirdo Preto, Londrina, dentre outras (COELHO, 2002). Atualmente, o agronegdcio de café
envolve direta e indiretamente, cerca de 10 milhdes de pessoas desde a producdo até o
processamento (ICO, 2014).

A produgao brasileira de café¢ no ano de 2013 foi de 49,1 milhdes de sacas
de 60 quilos, sendo 38,3 mil de C. arabica e 10,9 mil de C. canephora. Esse valor foi 3,3%
inferior ao volume de sacas colhidas na safra 2012/13, o que se deve principalmente, ao ciclo
de baixa bienalidade, e as adversidades climaticas. A bienalidade ¢ um fenomeno proprio da
natureza fisioldgica do cafeeiro no qual ocorre a alternancia de grandes e pequenas produgdes
ao longo do tempo. Essa alternancia bienal de produgdo ¢ comumente atribuida a diminuigao
das reservas das plantas em anos de safra com altas produtividades, o que faz com que a
producdo no ano seguinte seja baixa (DAMATTA et al., 2007).

Apesar dessa redug@o na producdo, essa foi a maior safra produzida no pais
durante o ciclo de baixa bienalidade, revelando a menor diferenca entre as safras de alta e
baixa bienalidade. Este fato se deve a maior utilizacdo da mecanizag¢do, que juntamente as
inovacdes tecnoldgicas, exigéncias do mercado quanto a qualidade do produto e boa gestdo da
atividade, s3o fatores extremamente importantes € necessarios para o avango ¢ modernizagao
da cafeicultura (CONAB, 2014).

A area plantada com as espécies C. arabica e C. canephora no Pais totaliza
aproximadamente 2,3 milhdes de hectares, sendo que na safra de 2011, houve um crescimento
de 3,02% na area total. A maior area de plantio estd concentrada em Minas Gerais, com 1,2
milhdes de hectares, predominando a espécie C. arabica com 98,9%. Esse estado ¢
responsavel por 51,9% da area cultivada com café no Pais, e consequentemente ¢ o primeiro
do ranking nacional. O Espirito Santo, que ¢ o maior produtor de C. canephora, possui a
segunda maior area plantada com café, totalizando 499 mil hectares, sendo 311 mil hectares

com a espécie C. canephora (CONAB, 2014).
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No estado do Parand, a area total plantada com café foi estimada em 87 mil
hectares, com reducdo de 2,2%, no ano de 2012. Essa queda se deve principalmente a
dependéncia de mao de obra exigida pela cultura do cafeeiro e a concorréncia com lavouras
mecanizadas, como a cana-de-agUcar e a soja, que sao facilmente manejadas pelos produtores
(CONAB, 2014).

O Brasil sempre se posicionou no mercado de forma competitiva
destacando-se mais pelo elevado volume de producdo e pregos baixos do que por sua
qualidade, oferecendo café commodity de baixo valor agregado. Entretanto, tem-se notado que
a produgdo de cafés especiais € uma alternativa vantajosa aos produtores devido a agregagao
de valor ao produto, o que tem despertado o interesse em investimentos nessa area (LEAO;
DE PAULA, 2010).

Existem consumidores que buscam produtos diferenciados visando ndo s6 a
qualidade da bebida, como também o interesse em produtos que garantam a auséncia de
residuos toxicos e se preocupem com o meio ambiente, realizando o manejo racional da cultura.
Com isto surgiram diferentes padrdes internacionais de certificagdo para a cafeicultura
convencional que, priorizam boas praticas agricolas, como racionalidade no uso de insumos e
agroquimicos, conservagdo da biodiversidade e respeito aos trabalhadores, contribuindo para o
aumento da sustentabilidade na cafeicultura convencional nacional (MOREIRA, 2008).

Entretanto, a cafeicultura esta sujeita a diversos problemas fitossanitarios
que causam prejuizos econdmicos e exigem atenc¢ao dos produtores, dificultando a redug¢do no
uso de agrotoxicos. Entre esses, destacam-se a broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), considerada uma das pragas mais importantes, assim
como o bicho-mineiro Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidotera:
Lyonetiidae) e a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), que juntos sdo
responsaveis pelos maiores danos a cultura (REIS, 2002). O variado nimero de pragas que
atacam as diferentes partes da planta € responsavel por danos diretos ao fruto, ou mesmo por

danos indiretos as plantas, como a diminui¢do da area fotossintética e redu¢do na producao.
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2.2 HYPOTHENEMUS HAMPEI

2.2.1 Aspectos Gerais

H. hampei, conhecida como broca-do-café, esta presente em quase todos os
paises produtores de café¢ (LE PELLEY, 1968; MURPHY; MOORE, 1990), causando danos a
cultura e grandes prejuizos econdmicos. E considerada a praga mais devastadora e reincidente
nos cafezais e atualmente encontra-se também estabelecida em paises das Américas do Sul,
Central e do Norte, Africa, Asia e Oceania (CARDENAS, 2007).

A praga foi introduzida no Brasil em 1913 a partir de sementes importadas
da Africa e Java, e as condi¢des tropicais permitiram sua rapida dispersdo para Honduras,
Nicardgua, El Salvador, Guatemala e México (CASCO-GOMEZ, 2012). Na ultima década,
foram verificadas elevadas infestagdes, com a disseminagdo do inseto em grande parte das
lavouras de paises como Uganda (80%), Colombia (60%), Jamaica (58-85%), Tanzénia
(90%), Malasia (50-90%) e México (60%) (BURBANO et al., 2010).

A broca-do-café ¢ uma espécie monofoga, pois apesar de ter sido
encontrada alimentando-se de outras espécies, sua multiplicacdo ocorre apenas em espécies
do género Coffea (BENASSI, 2000). Ela ataca C. arabica e C. canephora, entretanto, essa
ultima ¢ a espécie mais suscetivel, provavelmente por apresentar uma floracdo irregular
durante o ano todo, apresentando frutos em diferentes estdgios de desenvolvimento, e por seu
plantio ser realizado em regides quentes, caracteristicas que favorecem maior nimero de

geracoes (FILHO; MAZZAFERA, 2003).

2.2.2 Biologia

A broca-do-café¢ ¢ um coleoptero pertencente a familia Curculionidae,
subfamilia Scolytina. O inseto adulto apresenta corpo cilindrico e ligeiramente recurvado para
a regido posterior e élitros revestidos de cerdas e escamas piriformes caracteristicas (Figura 1)
(GALLO, et al.; 2002). Desenvolve todo o ciclo evolutivo (ovo a adulto) e reprodutivo dentro
do fruto de café, sendo a fase larval a que provoca os maiores danos (CASCO-GOMEZ, 2012;
FERNANDEZ; CORDERO, 2007; PEREIRA et al., 2007). O periodo de desenvolvimento
nos diferentes estadgios do inseto, a 27 °C, ¢ aproximadamente quatro dias para ovo, 14 dias
para larva e sete dias para pupa, totalizando um tempo médio do ciclo de 28 a 34 dias

(DAMON, 2000).
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O inseto possui dimorfismo sexual, onde os machos sao menores, medindo
em media 1,24 milimetros e as fémeas, aproximadamente 1,74 milimetros (CONSTANTINO
et al., 2011). Além do tamanho, os machos podem ser diferenciados das fémeas por
apresentarem vestigios de asas membranosas, motivo pelo qual s3o incapazes de voar e
abandonar o fruto onde emergiu (GALLO et al., 2002). A razdo sexual ¢ de um macho para
14 fémeas sendo que a copula ocorre no interior do proprio fruto onde os insetos se
desenvolveram. Como os machos nido abandonam o fruto podem fertilizar at¢ 30 fémeas,
depois que essas atingem a maturidade sexual, o que leva em média cinco a seis dias apds a
emergéncia do adulto (DAMON, 2000). Apos oito dias de sua fecundagdo, a fémea sai a
procura de novos frutos favoraveis ao desenvolvimento das larvas, e assim, inicia uma galeria
circular, a partir da regido da coroa em dire¢do a uma das sementes, onde constroi uma
cAmara para a realizacio das posturas (FERNANDEZ; CORDERO, 2007).

A oviposi¢do ocorre quando se inicia a maturagao dos frutos (CURE et al.,
1998), e durante todo o ciclo de vida, a fémea pode ovipositar de 31 a 119 ovos, dependendo
da estagdo climatica e da idade da fémea (BENAVIDES; GONGORA; BUSTILLO, 2012). A
dimensao dos ovos ¢ em media 0,59 milimetros e 0,31 milimetros nos eixos maior € menor
respectivamente, apresentando forma eliptica ou levemente ovdide, e brilho leitoso. As larvas
eclodem cerca de 4 a 10 dias apds a oviposi¢ao (GALLO et al., 2002), e em condicdes de
laboratorio, foi verificada uma viabilidade média de ovos de 99,2 % (FERNANDEZ;
CORDERO, 2007).

Apds a eclosdo, as larvas s3o capazes de destruir total ou parcialmente a
semente (TAKEMATSU; JOCYS; POTENZA, 2004), e podem permanecer nessa fase por em
media 19 dias, com temperatura variando de 10 a 28 °C. Apresentam coloragao esbranqui¢ada
e sdo ligeiramente transparentes, medindo 0,75 mm de comprimento por 0,23 mm de largura
logo apds a eclosdo, chegando a 2,0 mm de comprimento por 0,70 mm de largura quando
completamente desenvolvidas. As larvas fémeas passam por dois instares e as larvas machos
por apenas um (PEREIRA et al., 2007; SILVA et al., 2012; VEGA et al., 2009).

A fase de pupa tem duracdo de 4 a 10 dias, sdo brancas nos primeiros dias,
apresentando a cabega complemente encoberta pelo pronoto, sendo as antenas e pecas bucais
livres e distintas. A fase adulta pode durar entre 100 e 150 dias para as fémeas e 50 a 75 dias
para os machos, e ambos os sexos, quando recém-emergidos, apresentam uma coloracao
marrom, tornando-se negros a medida que os insetos atingem a maturidade fisiologica
(FERNANDEZ; CORDERO, 2007).

A populacdo de broca-do-café varia com base na estacdo climatica,
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permanecendo semi-inativas nos graos maduros na €poca das secas, saindo dos frutos apds as
primeiras chuvas, com temperaturas médias a 27 °C, para buscar novos frutos e reiniciar seu
ciclo de vida. Com condigdes ambientais adequadas e produ¢do constante nos cafezais, o
inseto pode alcangar até oito geragdes, mas usualmente chega a duas ou trés no ano

(CARDENAS et al., 2007; FERNANDEZ; CORDERO, 2007).

Figura 1 - Eletromicrografia - Fémea adulta de Hyphotenemus hampei.

Fonte: Patricia Helena Santoro

2.2.3 Danos Ocasionados

Os danos causados por H. hampei podem afetar a produgdo dos cafeeiros,
pois ataca o fruto nos diversos estagios de maturagdo, destruindo frutos verdes, cereja, coco e
café beneficiado (GALLO et al., 2002). As larvas alimentam-se dos tecidos da semente
(DAMON, 2000), resultando na queda prematura de graos e perda de peso e/ou qualidade do
produto, o que reflete negativamente sobre seu valor comercial (GALLO et al., 2002; REIS,
2002). Essas perdas sdo impactantes principalmente no mercado externo, ja que os paises
importadores de café ndo aceitam nenhum fruto brocado. A producdo de sementes também
fica inviavel, pois os frutos broqueados sdo descartados. Dependendo do nivel de infestacgao,
os prejuizos devidos exclusivamente a perda de peso podem chegar a 21% (SOUZA; REIS,
1997).

O dano indireto ¢ decorrente da presenca de micro-organismos, como
fungos dos géneros Fusarium e Penicilium, que contaminam as sementes através do orificio
feito pela praga no fruto, depreciando a qualidade da bebida do café (REIS, 2002). Além
disso, existem micro-organismos que possuem associacdo direta com a broca-do-café, e

podem produzir toxinas nos grdos, representando um perigo para saide humana
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(TANIWAKI, 2007).

2.2.4 Medida de Controle

Diversos métodos de controle vém sendo pesquisados contra a broca-do-
café, porém o fato de permanecer a maior parte do seu ciclo de vida dentro do fruto de café
tem dificultado essa pratica. Sdo conhecidos métodos alternativos, como o controle biologico,
cultural e comportamental, entretanto, o mais utilizado ¢ o controle quimico. A aplicagdo de
inseticidas ¢ realizada no periodo de transito da broca, em geral de novembro a janeiro,
quando as fémeas deixam os frutos remanescentes da safra anterior para atacar os frutos da
nova safra e iniciar uma nova colonizacdo. Assim, podem entrar em contato com o inseticida
ao perfurar novos frutos e se alimentar da epiderme pulverizada com o produto (DAMON,
2000).

O controle quimico das principais pragas ¢ responsavel por 12% do custo de
producdo do café, o qual pode chegar a 2,5 milhdes de quilos de defensivos ao custo de
bilhdes de reais ao ano (EMBRAPA, 2013). Além dos custos elevados, outro problema
relacionado ao controle quimico da broca, ¢ a falta de op¢do em ingredientes ativos
registrados para o manejo desta praga, que atualmente sdao representados por etofenproxi e
clorpirifés, com eficiéncia de 0 a 60% e 35 a 72% respectivamente, e classificados como
toxico e extremamente toxico € muito perigoso ao meio ambiente (AGROFIT, 2015; REIS,
2007).

Os inseticidas clorados, altamente persistentes, como o DDT e BHC, foram
muito utilizados, mas apds a sua proibicdo foram substituidos pelo endossulfam
(GUTIERREZ et al., 1998), com recomendagdes de até trés pulverizagdes no periodo de
transito ou mesmo quando a praga surgisse na lavoura (GALLO et al., 2002). Apesar de ser
um produto eficaz, e até recentemente um dos mais utilizados para o controle a broca, devido
a sua persisténcia e alta periculosidade a salide humana e ao meio ambiente, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou, em um processo de reavaliagdo do
ingrediente ativo, sua retirada do mercado brasileiro no prazo de quatro anos, contados a
partir 31 de julho de 2010 (ANVISA, 2010).

Recentemente foi langado Cyantraniliprole® (CyazypyrTM), que ainda esta
em fase de registro no Brasil com o nome comercial de BeneviaTM. E um novo inseticida do
grupo das diamidas antranilicas que atua pela ativagdo de receptores de rianodina através de

um estimulo para a liberacao das reservas de calcio do reticulo sarcoplasmatico de células
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musculares (principalmente para insetos mastigadores), causando ma regulagdo, paralisia e
morte de espécies sensiveis (FETTING et al.,, 2011). Entretanto, sua importacdo estd
autorizada apenas em carater emergencial e temporario para fins de controle da praga,
somente no Estado de Minas Gerais enquanto existir a situacdo de emergéncia fitossanitaria
(BRASIL, 2014).

O método de controle quimico, apesar de ser o mais eficiente, quando
utilizado sem os cuidados necessarios, pode causar problemas ambientais e intoxicagdo dos
agricultores e consumidores (NEVES; HIROSE, 2005). Além disso, o uso intensivo do
mesmo produto durante longo periodo de tempo, aliado a incorreta aplicagdo, pode selecionar
insetos resistentes (TAKEMATSU; JOCYS; POTENZA, 2004).

Populacdes de broca-do-café resistentes ao principio ativo endossulfam
foram identificadas na Nova Caledonia e Colombia, onde se verificou populagdes de brocas
com maior frequéncia do gene Rdl que codifica uma subunidade do receptor de &4cido
aminobutirico y (neurotransmissor GABA), responsavel por ativar o canal de cloro durante
sinapses (BRUN et al., 1989; GINGERICH et al, 1996, NAVARRO; GONGORA;
BENAVIDES, 2010).

Como métodos alternativos ao uso de inseticidas quimicos, podem ser
citados o controle biologico com a vespa de Uganda, Prorops nasuta (Waterston)
(Hymenoptera: Bethylidae), ¢ a vespa do Togo, Cephalonomia stephanoderis (Betrem)
(Hymenoptera: Bethylidae), que foram introduzidas no Brasil em 1929 (HEMPEL, 1934), e
em 1994 (BENASSI, 1998) respectivamente. O parasitoide P. nasuta ataca larvas de H.
hampei e foi multiplicado e disseminado em lavouras no estado de Sdo Paulo. Inicialmente
foram observados bons resultados, mas as dificuldades e elevados custos para a criacdo e
multiplicagdo em condicdes artificiais, aliadas a problemas de adaptacdo do parasitoide
levaram ao abandono dessa pratica. Posteriormente, passou-se a admitir que P. nasuta nao
havia se adaptado ao novo ambiente e at¢ mesmo havia sido extinta (HEINRICH, 1965).

Os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin,
Spicaria javanica (Bally) e Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin, sdo considerados
importantes agentes de controle biologico da broca-do-café. Embora os resultados ndo sejam
ainda adequados em condicdes de campo, trabalhos realizados em condigdes de laboratério
com fungos B. bassiana e M. anisopliae apresentaram alta eficiéncia contra essa praga
(BERNAL; BUSTILLO; POSADA, 1994). Os niveis de controle a campo podem variar de 20
a 75%, influenciados pela qualidade e concentracdo do fungo utilizado nas lavouras,

condig¢des climaticas e de manejo da cultura (BENAVIDES; GONGORA; BUSTILLO, 2012;
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NEVES; HIROSE, 2005; OKUMURA et al., 2003). Para viabilizar a utilizagao desses agentes
de controle, pesquisas tém se voltado para a transformagao genética desses fungos com genes
que podem aumentar sua viruléncia e ser mais eficiente em condi¢des de campo para o
controle da broca-do-café (PAVA-RIPOLL et al., 2008).

Algumas espécies de nematoides entomopatogénicos foram encontradas
infectando naturalmente populagdes de H. hampei em plantacdes de café na India, México e
Colombia (CASTILLO et al., 2002; LOPEZ et al., 2008; VARAPRASAD et al., 1994). As
espécies Steinernema colombiense e Heterorhabditis bacteriophora foram citadas como
capazes de encontrar e infectar grios de café infestados por H. hampei (LARA; LOPEZ;
BUSTILLO, 2004).

O controle comportamental ganhou evidéncia com a constatagdo da atracdo
aleloquimica da broca por volateis do fruto, e fez com que a utilizagdo de armadilhas
contendo alcoois (etanol: metanol) para o manejo e controle da broca se tornasse alvo de
muitos estudos (BARRERA et al., 2007). Foram realizadas pesquisas sobre os materiais
utilizados para confec¢do das armadilhas, como cor, difusores, propor¢ao dos atraentes na
mistura, etc. (DUFOUR; FREROT, 2008). Entretanto, os resultados obtidos nesses trabalhos
divergiram em alguns pontos, e ndo foram encontradas estratégias adequadas para estabelecer
a forma e o momento correto na utilizacdo das armadilhas de controle da broca (DUFOUR,
2004; MATHIEU et al., 1999). Dessa forma, o método de controle por armadilhas necessita
de pesquisas mais detalhadas, e, além disso, deve ser vista como uma alternativa a ser
associada a outras praticas que reduzam a populagdo da praga (SILVA; VENTURA;
MORALLES, 2006; UEMURA et al., 2010).

Outro método que pode contribuir para a reducdo dos danos causados pela
broca-do-café ¢ o controle cultural, que deve ser realizado por meio de uma colheita bem
feita, iniciando-se pelos talhdes mais atacados e prosseguindo com a realizagdo do ‘repasse’, a
fim de certificar-se que nao restaram frutos nos pés de café (GALLO et al., 2002). Os
cuidados com a catacdo dos frutos nas arvores € no chdao ¢ a climinacdo de cafezais
abandonados sdo as principais recomendagdes para o controle de H. hampei, visando diminuir
a fonte de alimento, ¢ consequentemente, a populacdo residual da broca na safra seguinte.
Entretanto, esses cuidados exigem a disponibilidade de mao de obra, e devido ao alto custo
que isso representa, aliado a situagdo desfavordvel da economia cafeeira, e precos muito
baixos recebidos pelos produtos, tem ocorrido o abandono de praticas culturais.

O manejo da broca-do-café por meio de variedades resistentes vem sendo

pesquisado. Entretanto, ¢ relatada a falta de fontes de resisténcia genética dentro do género
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Coffea e espécies afins. Algumas espécies sdo naturalmente menos suscetiveis ao ataque do
inseto, em ordem crescente de atratividade pela broca, Le Pelley (1968) cita: C. liberica
(praticamente imune), C. excelsa, C. dybowskii, C. dewevrei, C. canephora ¢ C. arabica.
Entretanto, Matiello et al. (2002), relataram ndo se conhecer cafeeiros em cultivo comercial
que ndo sejam atacados pelo inseto, e destacam certa preferéncia da broca pela espécie C.
canephora.

Devido as caracteristicas de crescimento do cafeeiro, ou seja, planta semi-
perene, de crescimento lento e producdo apds trés anos de idade, os métodos de
melhoramento tradicional, envolvendo selecao e cruzamento de individuos, podem demandar
muito tempo. Assim, a utilizagdo de técnicas de engenharia genética, envolvendo
transformagdo de café ¢ vista como uma abordagem promissora no controle de pragas como
H. hampei, sendo testados entre outros genes, os de espécies distantes como de Bacillus
thuringiensis e genes inibidores de a-amilases (OGITA et al., 2004).

A inser¢ao de proteinas que atuam como inibidores de enzimas digestivas,
como a- amilase, que catalisa a hidrolise do amido, podem ser utilizadas na transformacao de
plantas resistentes ao ataque de pragas (GATEHOUSE et al., 1992). A semente do fruto de
café contém 10% de amido em sua composi¢do. Portanto, com uma planta de café,
modificada com inser¢do de inibidores de a- amilase, as larvas de H. hampei ao se
alimentarem das sementes, ficariam impedidas de realizar a quebra desse amido e transforma-
lo em agucar para sua sobrevivéncia (SIVELTZ, 1977). Nesse contexto, alguns pesquisadores
demonstraram, em experimentos in Vvitro, que o inibidor de a-amilase, isolado de sementes de
feijdo selvagem, Phaseolus coccineus, mostrou-se bastante eficiente na inibigdo das a-
amilases da broca-do-café (PEREIRA et al., 2006).

As pesquisas com plantas geneticamente modificadas através da insercdo de
protoxinas de B. thuringiensis tem evoluido com bons resultados, sendo descobertas cepas
patogénicas a Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville) (Lepidoptera: Lyonetiidac) ¢ H.
hampei (GUERREIRO et al., 1998; SUREKHA; ROYER; NAIDU, 2002). Sao grandes as
perspectivas em relagdo a essa técnica, pois a toxina inseticida de B. thuringiensis produzida
pela planta se expressara em tecidos de folhas e sementes, que sdo as fontes de alimentos
dessas pragas, permitindo assim o contato direto entre os insetos € a toxina, mesmo que esses

jé& tenham penetrado nas minas ou nos frutos de café¢ (SUREKHA; ROYER; NAIDU, 2002).
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2.3 BACILLUS THURINGIENSIS

2.3.1 Breve Historico

A primeira descoberta de doengas em insetos causadas por Bacillus
thuringiensis ocorreu em 1901, quando Ishiwata isolou uma bactéria esporulante responsavel
pela mortalidade de populagdes do bicho-da-seda, Bombyx mori — Linnacus, 1758
(Lepidoptera: Bombycidae). Entretanto, foi descrita apenas em 1915 por Ernst Berliner na
Alemanha, isolada a partir de larvas da traca da farinha, Anagasta kuehniella (Zeller, 1879)
(Lepidoptera: Pyralidac) (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; ROH et al., 2007). Berliner
chamou-a de Bacillus thuringiensis e reportou a existéncia de cristais, porém a atividade
destes ainda era desconhecida.

Em 1920, B. thuringiensis foi considerado como uma alternativa para o
controle de insetos na agricultura e, em 1938, uma formulagdo a base dessa bactéria foi
comercializada na Franga sob o nome de Sporeine (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; ROH
et al., 2007). Na década de 60, foi isolada uma linhagem de B. thuringiensis subsp. kurstaki
com toxicidade até 200 vezes superior as linhagens ja conhecidas para produtos comerciais.
Com isso, aumentou o interesse na busca por novas toxinas ativas contra outras ordens de
insetos (DULMAGE, 1970).

Até a década de 70 poucas linhagens haviam sido descobertas, e todas eram
toxicas para apenas algumas espécies de lepidopteros. Em 1977 foi identificada a primeira
linhagem toxica para dipteros (GOLDBERG; MARGALIT, 1977). A partir disso, novos
estudos comprovaram a eficiéncia de B. thuringiensis também para coledpteros (KRIEG et al.,
1983), e para algumas espécies de nematoides, protozoarios e acaros (FEITELSON, 1994).

Com o avanco da biologia molecular ¢ novas tecnologias aplicadas a
transformagao genética de plantas, os estudos se voltaram para a prospec¢dao de genes que
codificam proteinas toxicas de B. thuringiensis visando a sua inser¢do em plantas para o
controle pragas. O primeiro registro de plantas transgénicas que expressavam toxinas de B.
thuringiensis foi em 1987 com plantas de tabaco e tomate, € em 1995, nos Estados Unidos foi
realizada a primeira plantacao comercial de milho geneticamente modificado (USEPA, 1999).

A utilizag@o de B. thuringiensis no controle bioldgico de pragas, tanto como
bioinseticida ou em plantas geneticamente modificadas, ¢ vista com grandes perspectivas em
relacdo aos inumeros beneficios proporcionados pela utilizagdo dessa bactéria. Entre esses ¢

possivel citar a sua seletividade, efeito ndo poluente ao meio ambiente, inocuidade aos
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mamiferos e vertebrados e auséncia de toxicidade as plantas. Além disso, podera ser vantajoso
para os agricultores no aspecto econdmico € contribuir como mais uma alternativa no
programa de manejo de resisténcia de praga a inseticidas (PRACA, et al., 2010; WHITELEY;
SCHNEPF, 1986).

2.3.2 Caracteristicas Gerais

Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) (Bacillales: Bacillaceac) ¢ uma
bactéria Gram-positiva, aerdbia ndo estrita com faixa de temperatura de crescimento entre 10
e 45° C. A sua dispersdo ocorre naturalmente em diversos ambientes, como solos, agua,
superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e em graos armazenados (VILAS-
BOAS; LEMOS, 2004). Possui duas fases durante o ciclo de vida, uma de crescimento
vegetativo, na qual se multiplica por biparti¢do, ¢ outra de esporulacido onde ocorre a
diferenciagdo da bactéria em esporo. Suas células vegetativas apresentam de 1,0 a 1,2 um de
largura por 3,0 a 5,0 um de comprimento (ANGELO;VILAS—BOAS; CASTRO-GOMEZ,
2010), com um genoma variando entre 2,4 a 5,7 milhdes de pares de bases.

No momento de sua esporulacdo, durante a fase estaciondria de seu ciclo de
crescimento, que ocorre devido a exaustdo de nutrientes ou condicdes ambientais
desfavoraveis, ¢ produzido um esporangio que contém um endoésporo e inclusdes cristalinas
proteicas (MENDONCA, 2002). Os esporos sobrevivem durante anos devido a forma de
resisténcia da bactéria, ja os cristais, sdo dependentes das condi¢des ambientais € possuem
uma durabilidade varidvel, que geralmente é de apenas algumas horas (HOFTE; WHITELEY,
1989).

Os esporos formados sdo elipsoidais, e no interior da célula mae, localizam-
se na regido central ou paracentral. A formacdo de cristais paraesporais no inicio da fase de
esporulagdo ¢ uma caracteristica marcante dessa espécie, e sao eles os responsaveis por sua
acdo entomopatogénica (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; VIDAL-QUIST; CASTANERA;
GONZALEZ-CABRERA, 2009; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007).

Essas inclusdes proteicas cristalinas possuem diferentes formas e sio
compostas por proteinas denominadas proteinas Cry, que sdo toxicas para uma grande
variedade de pragas agricolas e para vetores de doengas (BRAVO et al., 1998; MONNERAT;
BRAVO, 2000). Por serem altamente especificas, sdo indcuas para uma série de organismos,
incluindo o homem e insetos benéficos (SIEGEL, 2001).

Além das proteinas Cry, B. thuringiensis pode produzir outras proteinas



26

com atividade inseticida tais como as enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases (ZHANG et al.,
1993), proteases (LOVEGREN et al., 1990), quitinases, S-exotoxinas ou exotoxinas
(SCHNEPF; WHITELEY, 1981), B-exotoxinas, (LEVINSON ET AL., 1990), proteinas VIP,
que sdo secretadas na fase vegetativa e tem atividade contra lepidopteros e coledpteros
(ESTRUCH et al., 1996) e proteinas Cyt (SCHNEPF et al., 1998). Adicionalmente, a ag¢ao
sinérgica dos esporos produzidos pelas proteinas pode contribuir para a toxicidade
apresentada pelos cristais (BRAVO et al., 1998; VIDAL-QUIST; CASTANERA;
GONZALEZ-CABRERA, 2009; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007).

A B-exotoxina ou thuringiensina ¢ uma toxina termoestavel produzida por
certas linhagens de B. thuringiensis durante a fase vegetativa e secretada no meio de cultura.
Ela ¢ produzida em grande quantidade por linhagens do sorotipo H1 e atua inibindo a agao da
RNA polimerase, através da competi¢dao pelo ATP sendo muito toxica para varias ordens de
insetos, acaros, nematoides e também vertebrados, com efeitos teratogénicos e mutagénicos
(SEBESTA et al., 1981). Assim, a partir de 1970, os produtos comerciais de B. thuringiensis a
base de linhagens do sorotipo H1 foram substituidos por outros a base de linhagens nao
produtoras de -exotoxina (SEBESTA et al., 1981).

Diferentes genes cry podem fazer parte do genoma de uma determinada
linhagem e serem responsaveis por sua toxicidade. Esses genes irdo determinar a formacao de
proteinas Cry, que podem formar um ou mais cristais intracelulares (ANGELO; VILAS-
BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010). Muitos desses genes ainda sio desconhecidos, sendo
necessario identificar o seu conteudo e seu potencial a fim de utilizd-los como alternativa no
controle de insetos (SUN et al., 2008).

A busca por novas linhagens de B. thuringiensis conta com tecnologias
como a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), ¢ considerada como uma ferramenta
adequada para identificagdo dos genes cry especificos em diferentes linhagens de B.
thuringiensis (CERON et al., 1995). Essa técnica conta com mais de 80 iniciadores
desenvolvidos para identificar grupos e genes cry individuais (SONG et al., 2003), e tem sido
utilizada na caracterizagdo de linhagens depositadas em bancos de bactérias
entomopatogénicas em todo mundo. Assim, a identificacdo dos genes cry de isolados de B.
thuringiensis ¢ vista como um dos passos iniciais € mais importantes para a escolha de um

isolado para ser empregado em programas de controle de insetos.
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2.3.3 Proteinas Cyt

As proteinas Cyt sdo definidas como uma inclusdo paraesporal de B.
thuringiensis, sintetizadas na forma de protoxinas, com atividade hemolitica que compde os
cristais paraesporais. Sdo formadas por apenas um dominio, composto por duas cadeias o-
hélice externas e uma cadeia B-folha pregueada interna (SCHNEPF et al., 1998). As proteinas
Cyt, de peso molecular 28 kDa, sdo citolisinas produzidas principalmente pela variedade
israelensis, sendo acumulada no cristal, juntamente com as d-endotoxinas tipicas que compoe
essa variedade. Essas toxinas ndo apresentam homologia com as demais proteinas Cry, e nao
sdo classificadas como §-endotoxinas (LERECLUS; DELECLUSE; LECADET, 1993).

O modo de acdo das proteinas Cyt inicia-se quando as protoxinas sao
clivadas no interior do inseto liberando a toxina ativa pela quebra das por¢des C-terminal e N-
terminal da proteina. E produzida uma toxina monomérica de 22-25 kDa que atua na
membrana das células epiteliais do intestino médio. Sua ligacdo ocorre diretamente aos
lipidios da membrana, ndo necessitando de receptores especificos da membrana celular como
acontece com as proteinas Cry. Com isso, as proteinas Cyt induzem a formagao de poros e
desestruturam a bicamada lipidica das membranas (GILL; SINGH; HORNUNG, 1987).

O mecanismo de acdo das toxinas Cyt ainda nao esta bem definido. Alguns
autores sugerem que as duas alcas de a- hélices externas distanciam-se das folhas [} ao entrar
em contato com a membrana, possibilitando assim, que as trés tltimas folhas B se insiram na
membrana. Dessa forma, pode ocorrer a oligomerizagdo com outros mondmeros ¢ a formacao
de um poro tipo B-barril, resultando em lise osmoética (COHEN et al., 2008). Outros autores
propdem que a por¢do hidrofilica das hélices interage com residuos de outros mondmeros
para formar um oligdmero. Isto resulta em uma agrega¢do nao especifica de toxinas Cyt na
superficie da bicamada lipidica, o que leva a uma acao do tipo detergente e desestruturagdo da
membrana (MANCEVA et al., 2005)

Sdo conhecidas 38 proteinas Cyt classificadas em CytlA, CytlB, CytlC,
Cyt1D, Cyt2A, Cyt2B, Cyt2C e Cyt3 (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; CRICKMORE et
al., 2015). Sua atividade toxica é geralmente menor do que as proteinas Cry, entretanto, as
proteinas Cyt agem sinergicamente com as Cry, atuando como receptores para essas toxinas, e

exercendo assim, um papel fundamental na atividade geral de algumas proteinas

(CRICKMORE et al., 1995; PONCET et al., 1995).
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2.3.4 Proteinas Cry

As proteinas Cry compdem as inclusdes paraesporais de B. thuringiensis
que exibem efeito toxico a um organismo alvo. Sdo utilizadas para a identificagdo da bactéria,
e sdo codificadas por genes cry que se localizam, na maioria das vezes em plasmideos
conjugativos de alta massa molecular (> 40 kDa) e, com menor frequéncia, no cromossomo
bacteriano (KRONSTAD; SCHNEPF; WHITELEY, 1981; VILAS-BOAS; PERUCA;
ARANTES, 2007). Esses plasmideos podem apresentar uma ou vérias copias de um mesmo
gene Cry ou mesmo genes Cry diferentes, e o nimero de copias dos genes Cry presente em uma
determinada linhagem de B. thuringiensis pode influenciar de maneira significativa a
quantidade final da proteina produzida pela bactéria (AGUIAR, 2007).

Atualmente ja foram clonados e sequenciados 743 genes cry, classificados
em 73 grupos de proteinas Cry com diferentes subdivisdes (Cryl a Cry73). A classificacao de
novas proteinas ocorre em fun¢do do grau de identidade dos aminoacidos. Devido a constante
descoberta de proteinas, o nimero de genes Cry aumenta a cada ano, e periodicamente, a
classificagdo e a nomenclatura das proteinas Cry sdo atualizadas em um banco de dados
online (CRICKMORE et al., 2015:

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

Algumas linhagens de B. thuringiensis podem sintetizar mais de um tipo de
cristal formados por diferentes proteinas Cry. Dependendo da composi¢do, o cristal pode ser
bipiramidal, cubdide, romboide, ovodide, esférico, retangular ou, ainda, sem forma definida.
Estes cristais sdo responsaveis por 20-30% da proteina total da célula, sendo que a massa
molecular das proteinas pode variar entre 14 e 142 kDa (SCHNEPF et al., 1998).

As diferentes formas apresentadas pelos cristais estdo relacionadas as
proteinas Cry que os compde, ¢ podem indicar a agdo entomopatogé€nica sobre algumas
ordens de insetos. Cristais bipiramidais sdo compostos por proteinas Cryl, as quais
apresentam agdo inseticida contra lepidopteros. Cristais cubodides frequentemente sao
compostos por proteinas Cry2, e apresentam a¢do contra lepidopteros e dipteros; cristais
rombdides sdo associados as proteinas Cry3, que apresentam toxicidade frente a coledpteros,
Cry4 para dipteros, Cry5 e Cry6 com agdo inseticida para nematddeos (ROH et al., 2007).

Atualmente a classificacdo das proteinas Cry utiliza um recurso mnemonico
(Cry ou Cyt) e quatro etapas hierdrquicas que consistem em: numeros, letras maiusculas,
letras mintisculas e numeros (Exemplo: Cry25Aal), de acordo com a posi¢do da proteina na

arvore filogenética. No primeiro nivel de classificagcdo, as proteinas recebem um numero que
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difere quando as sequéncias de aminoacidos possuem menos de 45% de identidade (Exemplo:
Cryl, Cry2...Cry73). No segundo nivel, esse numero ¢ seguido por uma letra maituscula que
diferencia as sequéncias com menos de 78% de homologia, separando as proteinas em
diferentes classes (CrylA, CrylB, CrylC....). Quando a homologia entre as sequéncias passa
a ser maior que 95% elas sdo dividas em um terceiro estagio no qual recebem letras
minusculas (CrylAa, CrylAb, CrylAc...), sendo entdo, diferenciadas em subclasses. No
quarto nivel de classificagdo as sequéncias voltam a receber numeros que representam a
ordem de deposicdo (publicacdo) das mesmas no banco de dados (CrylAal, CrylAa2 ...
CrylAa22) ou sequéncias que diferem sutilmente de outras ja depositadas, devido a pequena
mutacdo de algum aminoacido ou imprecisdo no sequenciamento (CRICKMORE et al.,
1998).

As toxinas foram separadas em familias que vao desde Cryl a Cry73. Cada
familia é especifica para determinadas ordens de insetos, sendo Cryl tdxicas para
lepidopteros, Cry2 para lepiddpteros e dipteros, Cry3 sdo ativas contra coledpteros, Cry4 tem
acdo especifica sobre dipteros. Outras classes como CryS, Cry6, Cryl2, Cryl3, Cryl4 e
Cry21 tem suas toxinas ativas contra nematodeos (GUO et al., 2008; ROH et al., 2007).

As proteinas Cry mais comuns para coledpteros além da Cry3 sdo: CrylB,
Cryll, Cry7, Cry9 e Cry8. As proteinas Cryl8 Cryl4 também estdo relacionadas, porém
apresentam baixa homologia entre elas e com as outras toxinas (VAN FRANKENHUYZEN,
2009). Algumas proteinas tém sido descritas com atividade tanto para lepidoptera como para
coleoptera (CrylB e Cryll) (TAILOR et al., 1992). Outras toxinas que afetam essa ordem
incluem Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 e Cry55 (CRICKMORE et al., 2015;. VAN
FRANKENHUYZEN, 2009). De acordo com a analise filogenética dos dominios destas
proteinas, tem sido proposto que Cry9 também pode ser ativo contra coleoptera (BRAVO,
1997).

A estrutura das proteinas Cry ¢ formada por duas por¢des distintas: a amino-
terminal que ¢ uma regido variavel associada a toxicidade da proteina e a carboxi-terminal
que ¢ uma regido conservada relacionada a formacdo das inclusdes proteicas (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007).

Com a utilizacdo de difracdo por raios foi possivel determinar a porcao
toxica de algumas proteinas, as quais apresentam trés dominios: o dominio I da por¢dao amino-
terminal ¢ altamente conservado e consiste de seis a-helices anfipaticas que rodeiam uma o-
helice hidrofébica. Este dominio ¢ responsavel pela interacdo entre mondmeros, inser¢ao na

membrana e formagao do poro. O dominio II da por¢do amino-terminal ¢ formado por trés
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folhas B-antiparalelas e duas a-helices curtas e estdo envolvidos na ligagdo ao receptor, na
membrana intestinal. O dominio III corresponde a regido carboxi-terminal que consiste em
duas folhas B-antiparalelas, formando um B-sanduiche que confere a especificidade de ligacao
aos receptores celulares e com o dominio II, e acredita-se que este dominio esteja fortemente
envolvido com a estabilidade estrutural (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; ROH et al.,
2007). Esses trés dominios que formam a toxina Cry ativa sdo necessarios para que ocorra a
lise celular e, consequentemente, a morte do inseto.

As proteinas Cry, além de serem semelhantes em sua estrutura, também
apresentam regides homologas entre si, ¢ o alinhamento das suas sequéncias de aminoécidos
permitiu a observagao de relagdes entre diferentes classes de proteinas. Elas apresentam cinco
blocos de aminodcidos com sequéncias conservadas o que sugere que esses blocos sdo
importantes para a estabilidade e funcdo biologica dessas proteinas, principalmente por se
localizarem nas regides internas da proteina e na regido de contato entre os dominios, o que
evidencia que as proteinas Cry formam uma familia com blocos similares ¢ mecanismos de
acdo muito semelhantes (CAPALBO; VILLAS-BOAS; ARANTES, 2004; DE MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001; MONNERAT; BRAVO, 2000; PIGOTT; ELLAR, 2007).

2.3.5 Modo de Agdo das Proteinas Cry

A agdo toxica de B. thuringiensis inicia quando o inseto susceptivel a toxina
ingere alimento contendo cristais e esporos formados pela bactéria e as proteinas Cry
liberadas se ligam a receptores especificos encontrados nas microvilosidades do intestino
médio dos insetos (SOBERON et al., 2007). A partir desse ponto, existem dois mecanismos
de acdo conhecidos, o de “formacgdo de poros”, descrito hd mais tempo, ¢ considerado o mais
comum para a maioria das ordens dos insetos-alvos, como Lepidoptera, Coleoptera e Diptera
e o de “transduc¢do de sinal”, descrito somente em 2008 (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
BRAVO; SOBERON, 2008).

No modelo de agdo designado “formacgdo de poros”, apos a ingestdo da
bactéria, os cristais sdo solubilizados no ambiente redutor e alcalino do intestino médio (pH
10), liberando as protoxinas que sofrem a agdo de proteases especificas, e sdo clivadas nas
por¢des N-terminal e C-terminal, resultando em proteinas ativas de 60-70 kDa (BRAVO;
GILL; SOBERON, 2007; PIGOTT; ELLAR, 2007).

As proteinas Cry ativas sdo capazes de ultrapassar a membrana peritrofica e

ligar-se especificamente € com alta afinidade aos receptores proteicos localizados nas
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microvilosidades das células colunares do epitélio intestinal das lagartas de insetos
susceptiveis. Essa unido ¢ de extrema importancia, e uma etapa fundamental na especificidade
das toxinas Cry (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; MONNERAT; BRAVO, 2000; ROH et
al., 2007).

Entre as proteinas identificadas como receptores proteicos estdo a N-
aminopeptidase (APN) e a fosfatase alcalina (ALP), ambas ancoradas a membrana por um
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e com capacidade de ligagdo as proteinas Cry. Além dessas,
sdo citadas uma glicoproteina caderina (CADR) e uma proteina glicoconjugada (GCR)
também com capacidade de ligacdo as proteinas Cry. Em adicdo, glicolipideos de insetos
também tém sido considerados como receptores em nematdodeos (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2010; ROH et.al., 2007).

A unido entre as toxinas Cry e os receptores localizados na membrana do
intestino médio dos insetos ¢ composta de uma etapa reversivel e outra irreversivel (VAN RIE
et al., 1989). A primeira esta relacionada a unido reversivel entre a toxina e seu sitio de unido,
que ¢ um requisito basico, mas ndo suficiente para que ocorra a toxicidade (SCHNEPF et al.,
1998). J4, a etapa irreversivel, que parece estar mais ligada com a toxicidade, envolve a unido
a receptores especificos e a insercado na membrana (MONNERAT; BRAVO, 2000; VAN RIE
et al., 1989). A interacdo inicial esta relacionada a ligacdao entre a toxina e o carboidrato do
receptor, enquanto a irreversivel estd associada com uma interagdo proteina-proteina (LIANG;
PATEL; DEAN, 1995).

A ligacdo da toxina com receptores especificos (caderina) leva a um novo
processamento proteolitico, no qual ¢ retirada a primeira oa-hélice, deixando a regido
hidrofobica exposta e, assim permitindo a oligomerizagdo da toxina. A estrutura oligomérica
resultante liga-se entdo a receptores secundarios (ALP e APN) ocorrendo a inser¢ao da toxina
oligomérica na regido apical da membrana da célula epitelial intestinal (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007).

Dois modelos possiveis da inser¢do de toxinas Cry na membrana foram
propostos com base em informagdes de outras toxinas bacterianas formadoras de poro (LI;
CARROLL; ELLAR, 1991). O primeiro (modelo de abre cartas), sugere que as a-hélices 5 e
6 sdo inseridas na membrana como consequéncia de uma mudanga conformacional causada
pelo receptor, sem maior participagdo das hélices e dominios restantes. O segundo (modelo de
guarda-chuva) sugere que apds a unido com o receptor, as regides a4-aS5 sdo inseridas,
enquanto que o resto das hélices se arranjam sobre a superficie da bicamada lipidica expondo

sua face hidrofobica, ficando a molécula com forma parecida a um guarda-chuvas
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(KNOWLES, 1994).

ApOs a inser¢ao da toxina ocorre a formacado de poros na regido apical das
microvilosidades ocasionando a quebra do equilibrio osmoético entre o meio intra e
extracelular, e com isso a perda da integridade da membrana do intestino dos insetos. O
aumento da permeabilidade das microvilosidades apicais a cations, anions, agua e moléculas
maiores causa uma alteracdo na diferenca de potencial da membrana o que leva a uma ma
distribuicdo dos cétions entre o limen e o citoplasma. Além disso, ocorre alcalinizagdo do
citoplasma, interferindo no metabolismo celular normal e, consequentemente, levando a morte
celular e rompimento do epitélio (LIANG; PATEL; DEAN, 1995; VAN RIE et al., 1989).

ApOs a destrui¢do das células colunares e caliciformes do inseto, os esporos
de B. thuringiensis terdo acesso a hemolinfa, iniciando sua germinagao, e provocando a morte
dos insetos por inani¢do e/ou septicemia (MONNERAT; BRAVO, 2000). Essa hipotese que
defende a formacdo de poros tem sido estudada e confirmada em nematoides e em varias
ordens de insetos (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

O modelo conhecido como “transducdo de sinal” foi proposto em estudos
realizados somente em células de insetos e foi estudado em poucos insetos-alvo (ZHANG et
al., 2006). O mecanismo retrata uma série de eventos associados a membrana celular, onde a
ligacdo que ocorre entre a proteina Cry e os receptores especificos induziria reacdes
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. Essa sequéncia de eventos provocaria um desequilibrio da pressdo interna,
danificando a célula (BRAVO; SOBERON, 2008). Dessa forma, as proteinas Cry causam a
morte das células epiteliais por inativa¢do do sistema de controle de gradiente de pH e citolise
osmotica. Essas alteragdes que ocorrem na permeabilidade das microvilosidades levam a lise
celular e a proliferagdo de bactérias na hemolinfa, ocasionando a morte por inani¢do ou

septicemia (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).
2.4 A UTILIZACAO DE B. THURINGIENSIS NA AGRICULTURA
2.4.1 Bioinseticidas
Produtos a base de B. thuringiensis sdo utilizados como bioinseticidas na

agricultura hd mais de 70 anos. S3o considerados de grande importincia em fungdo de

caracteristicas como seguranga ao meio ambiente, especificidade, inocuidade para mamiferos
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e organismos ndo alvos e dificuldade de selegdo de insetos resistentes. Os agrotoxicos
formulados com proteinas de B. thuringiensis tém baixo custo de desenvolvimento e sdo
facilmente produzidos em fermentadores por meios ndo poluentes, ao contrario dos inseticidas
sintéticos, que sdo sintetizados quimicamente em processos caros e que podem poluir o
ambiente (GLARE; O’CALLARGHAM, 2000; SCHNEPF et al., 1998; VILAS-BOAS;
PERUCA; ARANTES, 2007).

A comercializagdo do primeiro produto a base de B. thuringiensis foi em
1938 na Franga, com o nome de “Sporeine” (CAPALBO; VILAS-BOAS; ARANTES, 2004).
Ja na década de 60 foi isolada uma linhagem de B. thutingiensis subsp. kurstaki, denominada
HD-1 (DULMAGE, 1970) que era, dependendo do hospedeiro, cerca de 2 a 200 vezes mais
toxica do que as linhagens normalmente utilizadas nos produtos comerciais. Com essa
descoberta, a busca por linhagens mais toxicas foi estimulada, resultando na identificacdo da
primeira linhagem eficaz contra dipteros, em 1977 (GOLDBERG; MARGALIT, 1977), e
outra com agao frente a coledpteros em 1983 (KRIEG et al., 1983).

Os bioinseticidas formulados com B. thuringiensis sdo utilizados em todo o
mundo com resultados promissores. Estima-se que os produtos a base dessa bactéria
correspondam a cerca de 90% do mercado mundial de bioinseticidas (VILAS-BOAS;
PERUCA; ARANTES, 2007), com a maior producao (50%) concentrada nos Estados Unidos
e Canada (LENG et al.; 2011; TAMEZ-GUERRA et al., 2001). Entre os produtos comerciais
mais utilizados no mundo esta o Dipel (Bt kurstaki HD-1), que possui atividade toxica
diferenciada contra 170 lepiddpteros-praga, sendo indcuo para acaros, coledpteros, dipteros e
hemipteros (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; POLANCZYK, 2004).

A comercializacdo de bioinseticidas corresponde a cerca de 2% do mercado
brasileiro de agrotdxicos, com expectativas de 10% em 2020. Em outubro de 2011, existiam
1352 agrotéxicos quimicos registrados no Brasil e somente 26 produtos a base de agentes
microbianos, dentre os quais, nove eram com B. thuringiensis. Em janeiro de 2015 o nimero
de produtos biologicos registrados aumentou para 60, dentre os quais dez eram a base de B.
thuringiensis. Esse crescimento estimado demonstra os esforgos dos orgdos competentes
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Ibama e Anvisa), pesquisadores,
industrias, agricultores e outros segmentos da sociedade em aumentar a disponibilidade de
produtos bioldgicos para o manejo de pragas e doengas no Brasil (AGROFIT, 2015;
BETTIOL; MORANDI; HECK, 2013; BETTIOL, 2011; BRAR et al., 2006).

Apesar de todos os beneficios conhecidos, esses produtos nao sio

comercializados em volumes expressivos como os agroquimicos, ¢ isso se deve a fatores
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como instabilidade de suas formulagdes frente a fatores abidticos como a luz ultravioleta e
temperatura elevada, que causam a desnaturagao das proteinas Cry, auséncia de translocagao
nas plantas, limitado espectro de acdo, dificuldade e longos prazos para o registro dos
produtos (BETTIOL, 2011).

Algumas agdes sdo necessarias para difundir os bioinseticidas no Brasil, como a divulgacao
desses produtos e mudanca cultural na agricultura praticada, implementagao de producdes
regionais que pudessem reduzir o custo de produ¢do e o estabelecimento de incentivos para
implantacdo de programas de manejo integrado de insetos (ANGELO;VILAS-BOAS;
CASTRO-GOMEZ, 2010).

2.4.2 Plantas Geneticamente Modificadas

Até pouco tempo, caracteristicas desejadas de plantas cultivadas como o
maior teor nutricional, tolerancia a condi¢des ambientais adversas, resisténcia a doengas e
pragas so eram possiveis por meio do melhoramento classico, com o cruzamento de plantas de
interesse. No entanto, diversas barreiras atreladas a esse método incentivaram a busca por
alternativas biotecnoldgicas, a fim de reduzir o tempo para obten¢do de novas variedades e
também transmitir caracteristicas entre espécies sexualmente incompativeis.

As plantas Bt sdo um exemplo para as quais os avangos tecnoldgicos da
engenharia genética e da moderna biotecnologia, permitiram o isolamento e manipulagdo de
genes obtidos de B. thuringiensis para o desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas resistentes a insetos, o que solucionou problemas relacionados as limitagdes na
utilizacdo de bioinseticidas a base dessa bactéria (WU et al., 2005).

As perspectivas em relagdo a plantas Bt surgiram em 1981 com a
caracterizagdo de um gene de B. thuringiensis codificador de uma proteina responsavel pela
atividade toxica a insetos, o qual foi clonado ¢ expresso em Escherichia coli (SCHNEPF;
WHITELEY,1981). Assim, houve a possibilidade de se introduzir os genes codificadores de
proteinas Cry nos genomas dos vegetais, permitindo a expressdo continua das proteinas em
todos os tecidos da planta e atingindo apenas os insetos-praga que se alimentavam dos tecidos
(DE MAAGD; BOSCH; STIEKEMA, 1999).

Em 1996 iniciou-se a comercializagdio de plantas geneticamente
modificadas (GM) resistentes a insetos as quais eram eficientes no controle de pragas, e desde
a sua primeira aplicacdo a transformagao genética se tornou uma ferramenta indispensavel na

biologia molecular vegetal e na pesquisa de gendmica funcional (USEPA, 1999).
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A utilizacdo de plantas GM resistentes a insetos proporciona inimeros
beneficios aos agricultores a ao ambiente. Na China, onde o algoddao Bt ¢ cultivado desde
1997, foi presenciada uma reducdo de 78 mil toneladas de inseticidas utilizados em 2001, com
o numero de aplicagdes passando de 20 para sete durante todo o ciclo de cultivo (WU et al.,
2005). As vantagens atreladas a esse fato foram a redugdo em até 75% nos casos de
produtores rurais intoxicados por inseticidas e a reversao no quadro de resisténcia de insetos a
lambda-cialotrina (piretrdide) e endosulfan (ciclodieno), o qual ja se encontrava previamente
instalado e documentado naquela regido (HOSSAIN et al., 2004; PRAY et al., 2002; WU et
al., 2005).

Diversas espécies de plantas cultivadas ja sofreram transformacao genética a
fim de adiquirirem caracteristicas importantes ao seu desenvolvimento, entre elas, esta a
cultura do cafeeiro, para a qual ja foram pesquisados genes que codificam enzimas envolvidas
na sintese de etileno, para controlar o precesso de maturacao dos graos, gene para a resisténcia
ao herbicida FinaleTM (bar), gene reporter para B-glucuronidase (Gus), resisténcia a
canamicina (nptll), resisténcia a higromicina (hpt), resisténcia ao herbicida chlorosulphuran
(csrl), e até mesmo, resisténcia a lepidopteros com a insercdo do gene crylAc (ALPIZAR et
al., 2006; HATANAKA et al., 1999; KUMAR et al., 2006; LEROY et al., 2000; PERTHUIS
et al., 2005; RIBAS; PEREIRA; VIEIRA, 2006).

Entre os métodos mais conhecidos para a tranformagdo genética do cafeeiro
estd a insercdo de genes exodticos via Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium
rhizogenes e o bombardeamento de microparticulas ou biobalistica, para o qual foi publicado
o primeiro protocolo relatando uma transformagao estavel para C. canephora (RIBAS et al.,
2005).

A metodologia de bombardeamento de microparticulas foi utlizada para
incoporar o gene codificador do inibidor de a-amilase a-All de feijoeiro em C. arabica
visando a transmissdo de resisténcia a H. hampei (BARBOSA et al., 2009). Em outros
estudos, esse mesmo gene foi introduzido em C. canephora via A. tumefaciens, e verificou-se
um efeito inibidor sobre o crescimento e desenvolvimento do inseto (CRUZ; PAIXAO;
MACHADO, 2004).

A insercdo do gene crylAc em plantas de café foi realizada por
transformag@o com A. tumefaciens, e foi o primeiro relato de planta de café transgénica com
insercdo de uma caracteristica agronomicamente importante, resisténcia a L. coffeella. As
plantas modificadas foram testadas por quatro anos a campo, apresentando resisténcia contra a

praga de até 70%, sem mostrar interferéncia em outras caracteristicas importantes para seu
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desenvolvimento (LEROY et al.,, 2000). O método de biobalistica sem marcadores de
seleccdao ou genes reporter também foi utlizado com sucesso para a inser¢do do gene crylac
em café ardbica a fim de conferir resisténcia ao bicho-mineiro (DE GUGLIELMO-
CROQUER, et al., 2010).

A utilizacdo da transgenia na producao de plantas de café expressando genes
de B. thuringiensis para resisténcia a H. hampei apresentaria inimeras vantagens sobre os
métodos tradicionais de controle. A possibilidade da producdo constante da molécula
inseticida em todos os tecidos da planta, como frutos e sementes, iria permitir o contato do
inseto com a toxina logo no inicio do ataque, além disso as substincias ativas ficariam
protegidas contra a degradacdo por fatores abidticos como radiagdo UV e temperatura
(WHETSTONE; HAMMOCK, 2007).

Diante das vantagens obtidas com o método da transgenia, plantas de café
geneticamente modificadas foram produzidas por diferentes grupos de pesquisa do mundo, e
apesar dos avancos significativos nos ultimos 20 anos, ainda ha muito a se desenvolver nessa
area. Entre as linhas de pesquisa atuais, estd a busca e identificacdo de novos genes
envolvidos na viruléncia de B. thuringiensis, como genes Cry e genes que levam a persisténcia
e propagacdo da bactéria no hospedeiro. Dessa forma, esses genes poderdo ser sequenciados e
introduzidos no genoma de plantas (LEROY, et al., 2000; MISHRA et al., 2008; RIBAS et
al., 2005; VILAS-BOAS et al., 2012).

2.4.3 Controle de H. hampei

A realizagdo de pesquisas para o desenvolvimento de plantas transgénicas
envolve diversas etapas, como a prospeccao, selecdo e caracterizacdo dos genes de interesse
para expressar as caracteristicas desejadas. Estudos vém sendo conduzidos a fim de identificar
genes Cry ativos contra diversas ordens de insetos de importdncia econOmica, como
lepiddpteros e coledpteros.

O primeiro isolado com agdo toxica contra coledpteros foi Bacillus
thuringiensis subsp. morrisoni (isolado tenebrionis) que foi descoberto em 1983 na
Alemanha. Subsequentemente foi relacionado que a toxicidade desse isolado era devido a
proteina de 70kDa conhecida por Cry3 (KRIEG et al., 1983).

Pesquisas com as proteinas CrylBa e Crylla, demonstraram que embora

elas sejam ativas contra lepidopteros, existem relatos que mostram a sua bioatividade contra
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coledpteros, inclusive para H. hampei, ainda que de forma moderada (LOPEZ-PAZOS;
CORTAZAR; CERON, 2009; TAILOR et al., 1992;VAN FRANKENHUYZEN, 2009).

Estudos para investigar a atividade de B. thuringiensis contra H. hampei sdo
de grande importancia para os avangos no controle dessa praga, e vém sendo realizados em
paises como Costa Rica e Colombia, com resultados promissores obtidos por diversos
pesquisadores. Herndndez-Soto (2002) caracterizou uma colecdo de 159 linhagens
provenientes de cafezais infestados com H. hampei, as quais foram isoladas de cadaveres de
insetos adultos e larvas. Entre essas, 46 apresentaram potencial para o controle da broca, € os
genes que mais se repetiram foram cry3, cry7, cry8 e crylB. De forma semelhante, Arrieta;
Hernandez; Espinoza, (2004) isolaram em areas infestadas com brocas, linhagens contendo os
genes Vip3, cryl, cry2, cry3 e cry7.

Muitas proteinas Cry efetivas contra coledpteros possuem baixa letalidade a
broca-do-café. Isso pode ser devido a endogamia que ocorre durante o ciclo de vida desse
inseto, o que confere determinadas caracteristicas genéticas e biologicas, como o aumento na
proporcao de alelos de resisténcia a inseticidas por mecanismos de sele¢do e rapida adaptacao
(BENAVIDES, 2005; LOPEZ-PAZOS, 2010).

Linhagens de B. thuringiensis foram avaliadas para controle de larvas de
primeiro instar da broca-do-café, e as que se mostraram com maior toxicidade eram as
especificas para dipteros. Foram selecionadas 37 linhagens que causaram mortalidades entre
90 a 100% a larvas de H. hampei com uma dose de 100 microgramas de esporo-cristal/cm® de
dieta aplicados sobre a superficie de uma dieta artificial. Dentre essas, 18 linhagens foram
identificadas como sorotipo israelensis. Os autores também realizaram bioensaios com
linhagens de referéncia do Instituto Pasteur, ¢ as linhagens dos sorotipos israelensis causaram
mortalidade acima de 90% (MENDEZ-LOPEZ; BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003).

A linhagem B. thuringiensis serovar israelensis IPS-82, contendo os genes
cry4, cryl0, cryll e cyt (SCHNEPF, et al., 1998), apesar de ser ativa contra dipteros,
mostrou-se toxica a broca-do-café (MENDEZ—LOPEZ; BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003).
Mais recentemente, linhagens com os genes crylBa e cry3Aa também foram identificadas
pela atividade inseticida frente a H. hampei, mas com menor toxicidade do que IPS-82
(LOPEZ-PAZOS; CORTAZAR; CERON, 2009).

Os resultados de diversos autores, ressaltam a importancia de linhagens
mosquitocidas no controle de H. hampeli, e estimulam pesquisas sobre o efeito de genes ativos
contra dipteros no controle de coledpteros. Para isso, além da sele¢do de proteinas Cry toxicas

ao inseto, ¢ necessario caracteriza-las a fim de obter informacdes sobre seu conteudo e
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explicar seu modo de ag¢do nos insetos, possibilitando sua utilizagdo como fonte de genes na
construgdo de plantas transgénicas, e assim langar mao dos seus beneficios no controle da

broca-do-café.

2.5 SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento dos genomas de microrganismos, apoiado pelo progresso
e investimentos em tecnologias moleculares, estd avangando em um ritmo sempre crescente, e
¢ visto como uma nova metodologia de estudo que possibilita a obtencdo de informagdes
relevantes contidas no genoma de um organismo de forma rapida e com menor custo
(GALPERIN; KOONIN 2010).

O estudo do genoma ¢é realizado por meio da obtengdo da sequéncia
completa de DNA de um organismo, da montagem, mapeamento e anotacdo de regides
codificantes, visando entender o funcionamento do metabolismo e processos bioldgicos no
organismo estudado. As novas tecnologias de sequenciamento tem permitido a aquisi¢ao, em
curto espacgo de tempo, de significativas quantidades de dados de sequéncias gerados a partir
de uma amostra de DNA, e isso tem aumentado a nossa compreensdo do genoma de uma
determinada espécie.

Os processos de sequenciamento de DNA gendémico envolvem a
fragmentacdo e sequenciamento de milhares de pequenos fragmentos de DNA que
posteriormente deverdo ser agrupados, o que acaba gerando uma quantidade muito grande de
dados, e o principal desafio esta em realizar sua montagem.

Em paralelo a essa expansao das pesquisas em genOmica, ¢ da quantidade
crescente de informagdo biologica obtida, tém se exigido recursos computacionais cada vez
mais sofisticados para a analise desses dados. Esse papel tem sido desempenhado pela
bioinformatica, ciéncia que utiliza abordagens computacionais para responder questdes
bioldgicas utilizando grandes e complexos conjuntos de dados gerados pelas técnicas de
sequenciamento. Assim, pelas ferramentas em bioinformatica, ¢ possivel fazer inferéncias a
partir de dados biologicos e realizar conexdes entre eles, obtendo informagdes funcionais
(LESK, 2002).

Os estudos iniciais de genomas que utilizaram metodologias de
sequenciamento foram realizados no meio da década de 1970 (PEIXOTO, 2013). O primeiro
método de sequenciamento automatico foi desenvolvido utilizando a metodologia de Sanger

(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), no entanto o processo era muito caro e
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inviabilizava projetos maiores.

A partir de 2004 novos sequenciadores surgiram no mercado, reduzindo o
custo e o tempo de geracdo de dados. Essa nova tecnologia ficou conhecida como
sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing - NGS) e revolucionou a
pesquisa em genética e genomica (QUAIL et al., 2012). Desde entdo, os genomas de milhares
de espécies tém sido sequenciados e encontram-se depositados em bancos de dados publicos,
onde ferramentas de pesquisa como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) permitem
que sequéncias ja existentes nesses bancos sejam utilizadas como fonte de busca e
comparagdo entre genomas.

O primeiro NGS a ser introduzido no mercado foi a plataforma de
sequenciamento 454 (Roche, Connecticut, Estados Unidos da América) no ano de 2004. Essa
tecnologia utiliza o principio do pirosequenciamento, no qual as reacdes enzimaticas siao
iniciadas pela liberagdo de um pirofosfato durante reacdo de incorporacao de um nucleotideo
pela DNA polimerase na cadeia nascente e gera ao final do processo um sinal de luz que ¢
capturado por uma camera que faz parte do sequenciador. Dois anos apos foi langada a
plataforma de sequenciamento Illumina (Illumina, San Diego, Estados Unidos da América),
com a capacidade de gerar simultaneamente milhdes de leituras curtas de DNA, o que permite
o sequenciamento de um bilhdo de bases nucleotidicas em uma unica corrida (POP;
SALZBERG, 2008).

Mesmo diante do surgimento de diferentes tecnologias, o sequenciamento
de DNA por meio dos sequenciadores de nova geragdo era limitado pela complexidade das
plataformas e pelo custo elevado das andlises, visto que a maioria dos sequenciadores ¢
dependente de sistemas caros de emissdes de luz, impossibilitando a realizagdo por pequenos
e médios laboratorios (WHITELEY et al., 2012).

Recentemente, foi langada a plataforma Ion Torrent Personal Genome
Machine (PGM) (Life Technologies, Sao Francisco, Estados Unidos da América)
(ROTHBERG et al., 2011), que ¢ a primeira plataforma de sequenciamento a realizar a
detec¢do de bases sem a necessidade de emitir luz durante o processo de identificagdo de
bases. O sequenciamento ocorre de maneira ciclica, sendo baseado na alteragdo de pH da
solucdo na qual ocorre a reagao de sequenciamento.

Esse novo método, sem a utilizacdo de luz, ¢ mais rdpido e econdmico, o
que se deve a um chip de silica semicondutor capaz de traduzir sinais quimicos em
informagdo digital. Para isso, um préton, proveniente da hidrélise do trifosfato, ¢ liberado

quando um nucleotideo ¢ incorporado pela DNA polimerase na nova cadeia de DNA, o que
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resulta em uma alteragdo do pH da solugdo, que ¢ detectada pelo sensor de ion localizado
abaixo de cada micropoco e convertido em uma voltagem (WHITELEY et al., 2012). Os
dados gerados no sequenciador sdo automaticamente transferidos para o Servidor Torrent e os
sinais quimicos sdo transformados em sequéncias de bases formando as leituras individuais.

O primeiro genoma sequenciado de um organismo ndo viral foi o da
bactéria Haemophilus influenzae, em 1995 (FLEISCHMANN et al., 1995), com 1,8 milhdes
de pares de base (Mpb). Apds esse passo inicial, varias bactérias tiveram seus genomas
sequenciados e esse numero aumenta a cada dia, podendo ser acessadas em bancos publicos
de sequéncias como o GenBank, situado no Centro Nacional de Informagdo Biotecnologica ou
National Center for Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

O conteudo gendmico de B. thuringiensis vem sendo estudado desde a
década de 1970 por varios grupos de pesquisa que visam principalmente a busca por
diferentes genes Cry, e com isso, diversas proteinas Cry com fungdes distintas ja foram
descritas ¢ os seus respectivos genes clonados (CRICKMORE, 2006; GONZALES et al.,
1981; KRONSTAD; SCHNEPF; WHITELEY, 1981).

Alguns isolados de B. thuringiensis ja tiveram seu genoma sequenciado, € o
primeiro dado do inicio do sequenciamento completo do genoma dessa bactéria foi em 2004,
com a linhagem Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27. Até o momento tem-se
referéncia de 16 linhagens de B. thuringiensis que foram completamente sequenciadas, 15
estdo em nivel de cromossomo sequenciado, duas em Scaffold e 11 que apresentaram o
sequenciamento apenas para Contig. Dentre as linhagens sequenciadas completamente,
apenas a HD-789 Bacillus thuringiensis Serovar israelensis, pertence a subespécie isralensis e
dentre as que estdo em Contig, duas sdo B. thuringiensis serovar israelensis (Bacillus
thuringiensis serovar israelensis strain 4Q7 e Bacillus thuringiensis serovar israelensis ATCC
35646 com 6229 e 5213 genes respectivamente).

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/486).

A primeira linhagem completamente sequenciada a apresentar genes cry foi
a B. thringiensis serovar finitimus YBT-020, na qual foram identificados os genes cry26Aa e
cry28Aa (ZHU et al., 2011). Em seguida, B. thuringiensis subsp. chinensis CT-43, que
mostrou-se altamente toxica para dipteros e lepidopteros, também foi completamente
sequenciada, e apresentou os genes crylAa3, crylBal, cryllal4, cry2Aa9, cry2Abl e
vip3Aal0 (HE et al., 2011). Para a linhagem Bacillus thuringiensis serovar israelensis HD-
789, que foi a unica completamente sequenciada e citada como sendo da subespécie

isralensis, os autores relataram a presenga dos genes cry4Aa3, cry4Bab, cryl0Aa3, cryllAa3,
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cry60Ba3, cry60Aa3 e mais 3 genes cyt (DOGGETT et al., 2013). Peng et al., 2012
sequenciaram a linhagem B. thuringiensis serovar sichuansis MC28, que ¢ altamente toxica
para lepidopteros e dipteros e encontraram os genes: cry4Ccl, cry30Fal, cry53Abl,
cry54Aal, cry54Abl, cry68Aal, cry69Aal, cry69Aaz, cry70Bal, cytlDal e cyt2Aa3.

Essas linhagens que ja foram sequenciadas sao utilizadas como referéncia e
modelo para o sequenciamento de novas linhagens e assim contribuem para estudos focados
na estrutura dos genomas ¢ nas fungdes de B. thuringiensis. Com o sequenciamento
gendmico, € possivel obter de maneira 4gil € com um menor custo, informagdes importantes
sobre o contetido de genes toxicos de B. thuringiensis e assim manipula-los para o
desenvolvimento de novas tecnologias como constru¢do de plantas transgénicas resistentes a
pragas.

O sequenciamento de linhagens nativas toxicas a H. hampei permite analisar
o conteudo total de genes e identificar genes Cry presentes no cromossomo ¢ em plasmidios
contidos na linhagem. Com isso serd possivel isolar e clonar os genes Cry em uma bactéria
acristalifera, para posteriormente serem testados separadamente a fim de verificar se a ag¢do
sobre o inseto ¢ proveniente de um Unico gene ou da interag@o e sinergismo entre eles e entre
outros fatores associados a bactéria.

Essa tecnologia de sequenciar o genoma completo do isolado selecionado
em bioensaios contra H. hampei permitira conhecer os genes pertencentes ao isolado toxico a
H. hampei que ira atuar como uma fonte de genes para a obtencdo de plantas de café

expressando a toxicidade das proteinas Cry de B. thuringiensis.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Selecionar e realizar a caracterizagdo morfologica e molecular de isolados
de Bacillus thuringiensis virulentos a broca-do-café, Hypothenemus hampei, que poderdo ser

utilizados como fonte de genes para a construcao de plantas transgénicas.

3.1.1 Objetivos Especificos

o Selecionar isolados de B. thuringiensis patogénicos a larvas de H. hampei;

o Determinar a concentragdo letal média (CLso) de isolados de B. turingiensis contra H.
hampei;

. Analisar o contetido de genes cry dos isolados virulentos a H. hampei;

o Analisar a morfologia e o perfil molecular dos cristais produzidos pelos isolados

virulentos a H. hampei;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CRrIACAO ESTOQUE DE H. hampei EM DIETA ARTIFICIAL

Os insetos utilizados nos bioensaios foram obtidos da criagdo de H. hampei
mantida em dieta artificial descrita por Villacorta; Barrera (1993), em camara climatizada (25
+ 2 °C, 60 + 10% de UR, em auséncia de luz) no Laboratorio de Manejo Ecologico de Pragas
do Instituto Agronomico do Parand - IAPAR. A criagdo foi iniciada a partir de adultos
provenientes de frutos brocados de café ardbica, cultivar IPR59, coletados na Estacdo
Experimental do IAPAR em Londrina. Inicialmente insetos adultos foram retirados dos frutos
de café, desinfetados com hipoclorito de sodio (5%) e inoculados em dieta artificial (10
machos e 50 fémeas/placa) em placas de Petri. Apos 30 dias em camara climatizada, as placas
de Petri foram abertas para a coleta e transferéncia dos ovos para novas placas com dieta
artificial onde permaneceram até a eclosao das larvas de primeiro instar utilizadas nos

bioensaios.

4.2 SELECAO DE ISOLADOS DE B. THURINGIENSIS

Foram avaliados 34 isolados de B. thuringiensis, pertencentes ao Banco de
Bactérias do Laboratério de Genética e Taxonomia de Microrganismos da Universidade
Estadual de Londrina, identificados pela presenca de proteinas Cry toxicas as espécies das
ordens Coleoptera e Diptera. A linhagem de B. thuringiensis serovar israelensis IPS-82 foi
utilizada como referéncia e controle positivo, pois apesar de ser ativa contra dipteros,
mostrou-se toxica a broca-do-café. Ja a linhagem B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, foi
utilizada como controle negativo por ndo apresentar toxicidade a H. hampei (MENDEZ-

LOPEZ, BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003).

4.3 PRODUCAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS/CRISTAIS

Isolados de B. thuringiensis estocados em papel de filtro contendo esporos e
cristais foram recuperados apds imersao dos papéis em 1 mL de agua destilada esterilizada
seguida de breve agitacdo. Dessa suspensdo, foram retirados 20 pL e inoculados em placas de
Petri contendo meio Nutriente Agar (NA) que permaneceram em condig¢des controladas (30

°C) por 96 h até completa esporulagdao. As culturas foram monitoradas quanto a presenca de
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cristais e possiveis contaminantes com a confec¢ao de laminas e posterior observacao em
microscopio optico com aumento de 100x. Apos a selecdo das melhores placas, foram
adicionados 1 mL de 4gua Milli-Q esterilizada e as culturas de cada isolado foram raspadas
dos meios de cultivo com auxilio de uma alca de Drygalski e transferidas para tubos de
microcentrifuga. Essa mistura de esporos e cristais foi armazenada a -20 °C até a realizagdo

dos bioensaios.

4.4 BIOENSAIO SELETIVO DE ISOLADOS DE B. THURINGIENSIS A H. HAMPEI

Os bioensaios seletivos, visando determinar quais eram os isolados
patogénicos a H. hampei, foram realizados com 34 isolados de B. thuringiensis. Para isso, 3
mL de dieta artificial (VILLACORTA; BARRERA, 1993) foram distribuidos em placas de
polimetil-metacrilato (10 cm x 10 cm) compostas por 16 pogos (1,8 cm de didmetro por 1,5
cm de altura). Ap6s a solidificagdo da dieta, uma aliquota de 50 pL da mistura de esporos e
cristais (item 4.3), foi homogeneizada, aplicada em cada poco e espalhada com pincel sobre a
superficie da dieta. As placas permaneceram em camara de fluxo laminar até a completa
secagem da suspensdo. Posteriormente, cinco larvas de primeiro instar foram depositadas em
cada pogo. Esse instar foi selecionado para os bioensaios devido ao seu maior consumo de
dieta e assim, maior ingestdo de B. thuringiensis (DE LA ROSA; FIGUEROA; IBARRA,
2005).

Apbs a inoculagdo das larvas, as placas foram vedadas com filme pléstico
para evitar a fuga dos insetos e manter a umidade da dieta. O bioensaio constou de 12
repeti¢des com cinco larvas cada. Para o controle positivo foi utilizada a linhagem padrao B.
thuringiensis subsp. israelensis IPS-82 e para o controle negativo foram utilizados agua e a
linhagem B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (MENDEZ-LOPEZ; BASURTO-RIOS;
IBARRA, 2003). Os insetos foram mantidos em cadmara climatizada (25 + 2 °C, 60 + 10% de
UR, em auséncia de luz), por cinco dias, quando entdo foi realizada a avaliacdo da
mortalidade. As larvas eram consideradas mortas ao se constatar sua imobilidade e mudanga
na coloragdo e consisténcia do tegumento, que se tornavam mais escuros ¢ flacidos do que nas
larvas saudaveis. O bioensaio seletivo foi repetido duas vezes e os isolados que causaram
mortalidade acima de 90% foram selecionados para os bioensaios de dose. Os dados de

mortalidade foram submetidos ao teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CLsg) DE ISOLADOS DE B.

THURINGIENSIS

Os bioensaios de dose foram realizados com 11 isolados selecionados por
provocarem mortalidade acima de 90% e com o padrio IPS82. Para determinar a
concentragdo letal de cada isolado de B. thuringiensis indutor de 50% de mortalidade larval
(CLsp) para H. hampei, foram preparadas sete concentra¢cdes de cada isolado a partir da
suspensao inicial de esporos e cristais utilizada nos bioensaios seletivos. Entre essas, a mais
concentrada foi utilizada pura, ou seja, 100% da suspensao inicial, e as demais foram diluidas
em agua esterelizada com Tween a 0,01% resultando em 30; 10; 3; 1; 0,3 ¢ 0,1% da
suspensdo inicial. Essas suspensdes foram posteriormente quantificadas em camara de
Neubauer para determinacdo da quantidade de esporos por mL de 4gua.

Para a inoculagdo das suspensdes, a metodologia empregada foi a mesma
utilizada nos bioensaios seletivos, aplicando-se 50uLl. da suspensdao de cada concentragao
sobre a superficie da dieta ja solidificada. Apds a secagem da suspensdo de esporos e cristais,
cinco larvas de primeiro instar foram depositadas em cada poco. Foram realizadas 12
repeti¢des para cada concentracdo testada. Para os controles positivo € negativo, utilizou-se a
linhagem padrao IPS82 em sua maior concentracao e agua, respectivamente. Os insetos foram
mantidos em cadmara climatizada (25 + 2 °C, 60 + 10% de UR, em auséncia de luz) por cinco
dias, quando realizou-se a quantificagdo da mortalidade. Os dados foram submetidos a andlise
de Probit (FINNEY, 1971) para a determinagdo da concentragdo letal média. Os bioensaios
foram repetidos duas vezes e as CLsy foram comparadas em relacdao aos intervalos de

confianca.

4.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE B. THURINGIENSIS TOXICOS A H. HAMPEI

Amostras de DNA genomico dos isolados de B. thuringiensis foram extraidas
pelo método de Hansen; Hendriksen (2001). Os isolados foram cultivados por 15 h a 30 °C em
placas contendo meio Luria-Bertani (LB). Com o auxilio de um palito esterilizado, uma colonia
de aproximadamente 2 mm de didmetro foi transferida para um microtubo contendo 200 pL de
tampao TE (10 mM de Tris; 1| mM de EDTA; pH 8,0). A suspensdo foi homogeneizada e
incubada em fervura por 10 minutos. Em seguida a suspensao foi centrifugada a 12.000 x g por 3
minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga e utilizado como

amostra de DNA para as reagoes de amplificacdo por PCR (reacdo em cadeia da polimerase). A
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presenca dos genes cryl, cry2, cry3, cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl foi avaliada utilizando
iniciadores e condigdes de amplificagdo especificas (Tabela 1). A amplificacio do DNA foi
realizada em Termociclador Endurance TC-412. Para cada reagdo de amplificacdo foi preparado
um volume total de reacdo de 20 pL, contendo 1 U de Taq Dna polimerase (Invitrogen, Brasil),
tampao (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de KCl), 1,5 mM de MgCl,, 0,25 mM de dNTP, 0,5
uM de cada iniciador, 2 uL do DNA extraido e dgua Milli-Q esterilizada. Essa mesma reagao foi
utilizada para todos os primers descritos. Os produtos amplificados foram verificados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TBE (89 mM Tris Borato, 2 mM EDTA, pH
8,0) corados com Syber Safe (Invitrogen, Inglaterra) usando marcador de 100 pb DNA ladder
(Invitrogen, Inglaterra). Apds eletroforese, as imagens dos géis foram capturadas usando camera

digital Cyber-shot 8.1Sony.
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Tabela 1 - Genes, iniciadores gerais e especificos de Bacillus thuringiensis, tamanho esperado do fragmento amplificado por PCR, sequéncia
de nucleotideos, condi¢des de amplificagdo e fontes.

Genes  Iniciadores  Produto (pb) Sequéncia Ciclos  Desnaturagao Pareamento Extensdo Fonte
cryl crylgralD 558 5 CTGGATTTACAGGTGGGGATAT 30 60 s, 94°C 60 s, 52°C 60s, 72°C [1]
crylgralR 5" TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT
cry2 cry2gralD 526 5" GAGTTTAATCGACAAGTAGATAATTT 30 60 s, 94°C 60 s, 50°C 60 s, 72°C [2]
cry2gralR 5" GGAAAAGAGAATATAAAAATGGCCAG
cry3 ¢jll120-21D 652-733 5’ TTAACCGTTTTCGCAGAGA 30 60 s, 94°C 60 s, 50°C 60 s, 72°C [3]
¢jlI120-21R 5" TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG
crydA  crydAspeD 459 5" TCAAAGATCATTTTCAAAATTACA 30 45 s, 94°C 60 s, 50°c 60 s, 72°C [4]
cry4BspeR 5" CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT
crydB  cry4BspeD 321 5" CGTTTTCAAGACCTAATAATATAATACC 30 60 s, 94°C 60 s, 50°C 60 s, 72°C [4]
cry4BspeR 5" CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT
cryl0  crylOspeD 348 5" TCAATGCTCCATCCAATG 30 60 s, 94°C 60s,51°C 60 s, 72°C [4]
cryl0speR 5’ CTTGTATAGGCCTTCCTCCG
cryll  cryllgralD 342-352 5’ CGCTTACAGGATGGATAGG 30 45 s, 94°C 45 s, 50°C 60 s, 72°C [4]
cryllgralR 5> GCTGAAACGGCACGAATATAAATA
cytl  cytlgralD 477-480 5’CCTCAATCAACAGCAAGGGTTATT 30 60 s, 94°C 60 s, 50°C 60s, 72°C [4]
cytlgralR S’TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT

Todas as reagdes tiveram um passo inicial de desnaturagdo a 94 °C por 2 min e um passo final de extensdo de 5 min a 72 °C. [1] Bravo et al.

(1998). [2] Vidal-Quist; castafiera; Gonzales-Cabrera (2009). [3] Céron et al. (1995). [4] Ibarra et al. (2003)
Fonte: o proprio autor
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4.7 CARACTERIZACAO DE PROTEINAS CRY POR MEIO DE SDS-PAGE

As proteinas presentes nos cristais dos isolados foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-
PAGE 10%) a fim de se caracterizar o perfil das proteinas produzidas. Cada isolado foi
cultivado, em meio NB a 30 °C por 72 horas a 200 rpm, até completa esporulagdo. As proteinas
Cry foram solubilizadas e os cristais foram obtidos de acordo com o protocolo descrito por
Lecadet et al. (1992). Foram transferidos 1,5 mL das culturas bacterianas para tubos de
microcentrifuga de 2 mL previamente autoclavados. Estes foram centrifugados a 12.000 x g,
20 minutos. Os sobrenadantes, resultantes da centrifugacdo, foram descartados e os
sedimentos lavados com 1,5 mL de NaCI 0,5 M por 20 minutos. Apos o descarte do NaClI
0,5M, as paredes do tubo de microcentrifuga foram secas com papel de filtro. Os sedimentos
foram lavados por duas vezes com 1,5 mL de PMSF (fluoreto de fenilmetil sufonil) a ImM e
centrifugados a 12.000 x g por 20 min. Descartou-se o0 PMSF 1mM e os sedimentos foram
ressuspendidos em 500 pL de PMSF 1 mM e armazenados a -20 °C.

As preparacdes de esporos-cristais dos isolados foram analisadas por SDS-
PAGE, conforme procedimento descrito por Laemmli (1970). Foram utilizados 15 pL das
preparagdes de esporos-cristais solubilizados para a realizacdo da eletroforese em tampao
Tris-glicina, sob voltagem constante de 30 mA por 3 horas. A linhagem B. thuringiensis
subsp. israelensis IPS82, a qual ja tem o perfil proteico conhecido foi utilizada como
referéncia. Um marcador de proteina, Precision Plus Kaleidoscope, 10-250kD (Bio-Rad) foi
utilizado para a posterior andlise dos resultados. As distancias percorridas pelo marcador
foram medidas e com os dados dos respectivos pesos moleculares foi realizada a regressao
linear que resultou em um grafico montado usado o programa Excel versdao 2007 (Microsoft
Office Package). Assim, foram calculados os pesos moleculares das proteinas produzidas

pelas diversas linhagens do estudo.

4.8 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE ISOLADOS DE BACILLUS THURINGIENSIS

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados foi realizada por microscopia
optica, com a confeccdo de ldminas e posterior observacdo ao microscopio Optico com
aumento de 100x e por microscopia eletronica de varredura. Para isso, o material liofilizado
dos isolados utilizado nos bioensaios anteriores foi depositado diretamente sobre suportes

metalicos, cobertas com ouro por 180 segundos, com corrente de 40 mA, sob vacuo (10-1
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mbar), em um metalizador BAL-TEC modelo SCD — 050 Sputter Coater e analisada em
microscopio eletronico de varredura Philips QUANTA 200 (FEI) em alto vacuo sob tensao de

20 kV, com distancia de trabalho de 10.2 mm.

4.9 SEQUENCIAMENTO DO ISOLADO BR58 DE B. THURINGIENSIS

O isolado BR58 foi selecionado para ser sequenciado pois apresentou a
menor CLso no controle de H. hampei. A extragdo do DNA genémico total, cujo produto foi
encaminhado para o sequenciamento genético, realizou-se no Laboratorio de Genética e
Taxonomia de Microrganismos bioinseticida da Universidade Estadual de Londrina. Foi
utilizado o kit comercial PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), conforme
instrugdes do fabricante e a quantificagdo desta amostra de DNA foi realizada em
NANODROP® ND1000.

O sequenciamento do genoma do isolado BR58 ocorreu no Laboratorio
Multiusuério da Faculdade de Medicina Universidade de Sdo Paulo utilizando a plataforma
Ion Torrent (Life Technologies) com um Ion Chip 316 (Life Technologies).

As sequéncias obtidas em formato FAST-Q foram analisadas no Laboratorio
de Bioinformatica da Universidade Estadual de Londrina. Inicialmente foi realizado o
processamento de qualidade do arquivo bruto, filtrando as leituras de baixa qualidade
baseando-se no numero de bases ambiguas. Esse processamento de qualidade ocorreu com o
auxilio do programa PRINSEQ (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011) (Figura 2).

Posteriormente, através das leituras (reads) obtidas no sequenciamento e
sequéncias dos genes cry de referéncia depositadas no banco de dados GeneBank, NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) realizou-se o mapeamento dos possiveis genes Cry
presentes nesse isolado com a utilizacdo dos softwares BOWTIE 2 (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012) e SAMTOOLS (LI et al., 2009). As sequéncias de genes Cry utilizadas

como referéncia foram selecionadas com base nos estagios de classificagdo (CRICKMORE et
al., 2015) e alinhamento local destas sequéncias.

A visualizag¢do da cobertura do gene de referéncia com os reads mapeados a
partir dos dados genomicos do isolado BRS58 ocorreu pelo software ARTEMIS
(RUTHERFORD et al., 2000). As sequéncias consenso foram obtidas para os genes Cry que
apresentaram cobertura completa, ou seja, com toda a extensdo do gene de referéncia coberta

pelos reads.
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As sequéncias consensos foram comparadas as demais sequéncias através da

ferramenta BLAST (BLASTn e BLASTp) disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

Esse alinhamento global permitiu indicar e confirma-las em relagdo aos genes cry.
Posteriormente, as sequéncias consenso foram alinhadas por meio do software MEGA v. 5.10
(TAMURA et al., 2011) a fim de obter as subclasses para a identificagdo dos genes cry

presentes no isolado.

Figura 2 - Fluxograma referente a metodologia de sequenciamento do isolado BR58.

FAST-Q Bruto

|

Processamento de qualidade —» PRINSEQ

|

FAST-Q Limpo

|

Mapeamento de genes cry —» BOWTIE2 e SAMTOOLS

|

Visualizagdo do mapeamento de genes cry —» ARTEMIS

|

Obtenc¢ao das sequéncias consenso —» SAMTOOLS + BCFTOOLS + VCFUTIL + SEQTK

|

Comparagao das sequéncias consenso com o banco de dados NCBI —» BLAST

{

Obten¢ao das subclasses de gene cry — MEGAV5.10

Fonte: o préprio autor
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5 RESULTADOS

5.1 BIOENSAIO SELETIVO DE ISOLADOS DE B. THURINGIENSIS A H. HAMPEI

Dos 34 isolados de B. thuringiensis avaliados por meio de bioensaio
seletivo, 11 (32,3%) causaram mortalidades de larvas de H. hampei acima de 96% ¢ ndo
diferiram significativamente entre si e entre a linhagem padrao IPS82, sendo esses submetidos
aos bioensaios quantitativos para determinacao da concentracao letal média (CLsp). Os demais
23 isolados (67,6%) ocasionaram mortalidades abaixo de 21,2%, ¢ entre esses, BR09 ¢

BR187, assim como a linhagem padao nao foram patogénicos a H. hampei (Tabela 2).



Tabela 2 — Mortalidade provocada por Bacillus thuringiensis a larvas de primeiro instar de
Hypothenemus hampei em bioensaio seletivo cinco dias apos a inoculagdo
(Temperatura: 25 +2 °C, 60 + 10% de UR, em auséncia de luz).

Isolados Mortalidade (%)"
1PS82° 100,00 a
BR80 100,00 a
BRS81 100,00 a
BR140 98,80 a
BR58 98,75 a
BR67 98,75 a
BR135 98,75 a
BR137 98,75 a
BR139 98,75 a
BR147 98,75 a
BR146 97,50 a
BR138 96,25 a
BR37 2125 b
BR79 2125 b
BR18 20,00 b
BR131 17,50 b
BR149 16,25 b
BR105 15,00 b
BR38 15,00 b
BR127 10,00 ¢
BR145 10,00 ¢
BR78 8,75 ¢
BR164 8,75 ¢
BRO7 7,50 ¢
BRS83 6,25 ¢
BR141 6,25 ¢
BR143 6,25 ¢
S1269 5,00 ¢
BRO3 5,00 ¢
BRO5 3,75 ¢
BR87 3,75 ¢
BR43 1,25 ¢
BR148 1,25 ¢
BR09 0,00 ¢
BR187 0,00 c
HDI1¢ 0,00 ¢
Testemunha 1,25 ¢

“Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si (p<0,05) por Scott-

Knott.

®linhagem padrio B. thuringiensis subsp. israelensis IPS-82 — controle positivo
‘linhagem padréo B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 — controle negativo

Fonte: o proprio autor
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5.2 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CLsy) DE ISOLADOS DE B.

THURINGIENSIS

Os valores de Qui-quadrado (X?) relacionados aos diferentes isolados para
determinar a CLsy ndo foram significativos, indicando que os dados foram homogéneos e
ajustaram-se ao modelo de probit (FINNEY,1971).

A CLsy dos isolados selecionados para larvas de H. hampei variou de
0.037E+9 a 0.956E+9 esporos mL"'. A menor concentragdo letal foi proporcionada pelo
isolado BR58, o qual ndo diferiu estatisticamente da linhagem padrdo IPS82. Os resultados
obtidos evidenciaram quatro grupos de toxicidade distintos estatisticamente. No primeiro
grupo, ndo houve diferencas significativas entre os valores de CLsy dos isolados BRS5S,
BR137, IPS82, BR80 e BR67, os quais apresentaram os melhores resultados e foram
considerados os mais efetivos contra H. hampei (Tabela 3). No segundo grupo, formado por
BRS81, BR147, BR135 ¢ BR146 todos diferiram da linhagem padrao IPS82 e dos isolados
BR58 e BR137, que foram os mais toxicos. A excegdo ¢ para o isolado BR81 que nao diferiu
estatisticamente da IPS82. O terceiro grupo foi composto pelos isolados BR138 e BR139, que
obtiveram CLs, superior aos cinco isolados mais toxicos. Por ultimo, apresentando a menor
toxicidade, o isolado BR140 diferiu de todos os demais, e apresentou a maior CLsy.

O isolado BR81, pertencente ao segundo grupo obteve CLs, cerca de trés
vezes maior que os isolados BR58 e BR137 mas esse valor ndo diferiu dos valores
apresentados pelos isolados BR80 e BR67 e pela linhagem padrao IPS82. O isolado BR58 foi
aproximadamente 25 vezes mais toéxico do que BR140, o qual apresentou a maior CLsj €
diferiu de todos os outros isolados (Tabela 3).

A comparagdo entre o isolado com a maior CLsy pertencente ao segundo
grupo (BR146) e o isolado BR58, demonstra que o BR146 foi 5,3 vezes menos toxico que
BR58. Da mesma forma, o terceiro grupo de isolados apresentou menor toxicidade a larvas de
H. hampei com valores de CLs, significativamente maiores que o valor apresentado por
BR58. Nesse ultimo grupo, composto pelos isolados BR138 e BR139, o valor de CLs( obtido
para BR139 (0.297E+9), foi cerca de oito vezes maior do que para BRS58, o qual foi

considerado o isolado mais efetivo sobre H. hampei nas mesmas condigdes avaliadas.
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Tabela 3 - Concentragdo letal média (CLso) de isolados de Bacillus thuringiensis para larvas
de primeiro instar de Hypothenemus hampei (n=60) cinco dias apds exposi¢do a
dieta contendo suspensdo de esporo/cristal dos isolados (Temperatura: 25 + 2 °C,
60 £+ 10% de UR, em auséncia de luz).

ns: ndo-significativo pelo teste do qui-quadrado (p<0.05).

Isolado CLso 1C 405 X’ Equagao de regressao
(Esporos.ml-1) Inferior Superior

BR58 .037E19 a* .017E+9 .070E+9 10.330ns y=5.667+1.410%logX
BRI37 .039E+9 a  .023E+9 .067E+9 7.223ns y=-4.333+1.227*logX
IPS82  .040E+9 ab .017E+9 .080E+9 7.033ns y=-6.552+1.519%logX
BRSO  .049E+9 abc .024E+9 .089E+9 10.168ns y=-5.776+1.402*logX
BR67 .113E+9 abc .0S0E+9 .104E+9 10.166ns y=-7.428+1.543*logX
BR81 .114E+9 bed .074E+9 .169E+9 3.665ns y=-3.045+.998*logX
BR147 .148E+9 cde .089E+9 243E+9 8.089ns y=-5.559+1.292*logX
BRI35 .164E+9 de .122E+9 217E+9 3.935ns y=-6.748+1.430*logX
BR146 .196E+9 de .I134E+9 273E+9 2.172ns y=-5.216+1.232*logX
BRI38 251E+9 e  .I80E+9 .344E+9 1.558ns y=-6.327+1.348*logX
BRI39 297E+9 e  .203E+9 424E+9 3.923ns y=-4.820+1.159*logX
BR140 .956E+9 f  .624E+9 1.60E+9 3.798ns y=-4.420+1.049*logX

*Letras diferentes ap0s os valores de CLs( para cada isolado sdo significantemente diferentes
com base no intervalo de confianga (IC) (P=0.05).
Fonte: o proprio autor

5.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE B. THURINGIENSIS TOXICOS A H.

HAMPEI

Por meio da técnica de PCR, utilizando DNA total dos isolados mais toxicos
e iniciadores especificos para a detec¢ao de genes cryl, cry2, cry3, cry4A, cry4B, cryl0, cryll
e cytl foi possivel amplificar fragmentos de tamanhos esperados (BRAVO et al., 1998; CERON
et al., 1995, IBARRA et al., 2003; VIDAL-QUIST; CASTANERA; GONZALEZ-CABRERA,
2009), e assim, identificar a presenc¢a de diferentes grupos de genes cry de B. thuringiensis nos
isolados.

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram que a combinagdo Cry4A,
cry4B, cryl0, cryll e cytl foi observada em dez isolados, os quais apresentaram produto de
amplificacdo semelhante ao esperado para B. thuringiensis var. israelensis (cry4Aa, cry4Ba,
cryl0Aa, cryllAa, cytlAa, cytlCa e cyt2Ba, localizados em um tnico plasmideo de 72MDa)
(GUERCHICOFF; UGALDE; RUBINSTEIN, 1997; IBARRA et al., 2003; BERRY et al.,
2002). Somente o isolado BR67 ndo apresentou produto de amplificacdo para os genes
supracitados, e amplificou apenas para o gene Cry3 que possui atividade descrita para coledpteros

(SCHNEPF et al., 1998).
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54 CARACTERIZACAO DE PROTEINAS CRY POR MEIO DE SDS-PAGE

A andlise do perfil proteico, por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) das misturas de esporos e cristais dos isolados selecionados
pela maior toxicidade a H. hampei, revelou bandas de 28, 65, 70 ¢ 130 kDa (Tabela 4). A
linhagem utilizada como padrdo B. thuringiensis subsp. israelensis apresentou perfil proteico
semelhante ao relatado anteriormente de 27, 65, 128 e¢ 135 kDa (BECKER; MARGALIT,
1993). Todos os perfis analisados, exceto BR67, apresentaram massa molecular de 130 kDa, a
qual esta frequentemente relacionada as proteinas-cristal das classes Cry4A e Cry4B, cujas
massas moleculares variam de 128 a 135 kDa (LERECLUS, et al., 1989). O isolado BR58
apresentou peptideos de 130 kDa, que podem estar relacionados as proteinas Cry4, e
peptideos de 70 kDa, que podem estar relacionados a proteina Cry10 (~78 kDa) (THORNE et
al., 1986) e a proteina Cryll (~72 kDa) (DELECLUSE; ROSSO; RAGNI, 1995). Massas
moleculares de 65 ou 70 kDa foram reveladas em quase todos os isolados, confirmando a
presenca dos genes esperados (crylO e cryll). Entretanto essas bandas ndo foram reveladas
nos isolados BR135, BR139 e BR146, os quais também continham os genes cryl0 e cryll,
mas apresentaram apenas peptideos de 130 kDa.

Os isolados BR81, BR80 e BR67, observados respectivamente nas canaletas
2, 3 e 4 do gel de poliacrilamida (Figura 3) revelaram perfis proteicos idénticos com exce¢ao
do isolado BR67, que ndo apresentou o polipeptideo de 130 kDa. O isolado BR135 (canaleta
5), revelou uma unica banda evidente de 130 kDa. O isolado BR146 (canaleta 6), revelou uma
banda de ~130 kDa e o isolado BR58 (canaleta 1) apresentou uma banda de 130 kDa e de ~70
kDa.
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Tabela 4 - Perfil genético e proteico de isolados de Bacillus thuringiensis.

Isolado Perfil genético Perfil proteico
(kDa)
BR58 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/70
BR137 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/65
IPS82 crydA, cry4B,cry10, cryll, cytl 130/70/28
BR8&0 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/70
BR67 cry3 65/70
BR81 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/70
BR147 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/65
BR135 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130
BR146 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130
BR138 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/65
BR139 crydA, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130
BR 140 cry4A, cry4B, cryl0, cryll, cytl 130/65

Fonte: o proprio autor

Figura 3 - SDS-PAGE 10% da suspensdo de esporos/cristais dos isolados de Bacillus
thuringiensis. M: marcador; Isolados: 1 — BR58; 2 — BR81; 3 - BR80; 4 — BR67; 5
-BRI135; 6 - BR146.

M123456

75 kDa
50 kDa—

37 kDa —

Fonte: o proprio autor
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5.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE ISOLADOS DE B. THURINGIENSIS

A analise morfoldgica, por meio de microscopia Optica € microscopia
eletronica de varredura (Figuras 4 e 5), confirmou as caracteristicas tipicas de isolados
pertencentes a espécie B. thuringiensis, como a presenca de esporos, cristais ¢ células
vegetativas em forma de bastonete. As imagens revelaram que todos os isolados apresentaram

cristais esféricos, muito semelhantes aos encontrados em B. thuringiensis subsp. israelensis.

Figura 4 - Fotomicrografia de esporos/cristais de Bacillus thuringiensis. Isolados:
1 — BR58; 2 —BR&8O0; e - cristal esférico; ep - esporo.

Fonte: o proprio autor

Figura 5 — Eletromicrografia de esporos/cristais de Bacillus thuringiensis. 1- BR58; 2- BR8O0.
e - cristal esférico; ep - esporo.

Fonte: o proprio autor
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5.6  SEQUENCIAMENTO DO ISOLADO BR58 DE BACILLUS THURINGIENSIS

A andlise do DNA total do isolado BR58, o qual apresentou maior
toxicidade a H. hampei, foi realizada na plataforma Ion Torrent e gerou um arquivo bruto com
2.312.798 reads com tamanho médio de 308 pb por read. Apés o processamento, com a
retirada de sequéncias curtas ¢ de baixa qualidade, foi obtido um arquivo com 2.239.376
reads. Com os reads gerados, foi possivel cobrir em torno de 35 vezes o genoma total desta
bactéria.

Observou-se apds 0 mapeamento que os genes Cry4A, cry4B, cryl0, cryll,
cry30, cry60 e cytl foram cobertos por reads gerados, constituindo evidéncia da presenca
desses genes no genoma do isolado analisado. Para o gene cryl0 foram obtidos 1043 reads e
para o cryll foram 847. Os genes cry30 e cry60 foram compostos por 1769 e¢ 252 reads,
respectivamente. Ja o gene Cytl apresentou 310 reads. Para os genes Cry4A e cry4B foram
obtidos 2482 e 2625 reads, respectivamente.

O resultado do alinhamento por meio do BLASTn das sequéncias consenso
com os genes depositados no banco de dados, mostraram que os genes Cry identificados no
isolado BR58 exibiram cobertura e identidade superiores a 80 e 99%, respectivamente, com as
sequéncias de genes Cry junto ao banco de dados NCBI, aumentando a confiabilidade da
classificacdo. As sequéncias consensos alinhadas com as sequéncias para os genes Cry
esperado através do programa MEGA 5.1 confirmaram a presenca dos genes cry4Aal,

cry4Bal cryl0Aa3, cryllAal, cytlAal, cry30Aal e cry60Aa2.
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6 DISCUSSAO

Entre os 34 isolados testados no bioensaio seletivo para H. hampei 11 se
destacaram como os mais toxicos e apresentaram perfil morfologico (cristais esféricos),
molecular (cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl) e proteico (130/70-65 kDa) semelhantes entre si
e entre a linhagem padrdo B. thuringiensis subsp. israelensis IPS-82 (Tabelas 4 ¢ 5). Esse
perfil molecular apresentado pelos isolados ¢ responsavel por elevada toxicidade a dipteros,
porém ja foi citado no controle de coledpteros como H. hampei e Anthonomus grandis
(MENDEZ-LOPEZ; BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003; MONNERAT et al., 2012). Ja os
isolados que contém genes cryl, cry2 e cry3, como o BR145 (RICIETO et al., 2013), que
possui genes ativos contra a ordem coledptera, apresentou baixa toxicidade a H. hampei
causando apenas 10% de mortalidade (Tabela 2).

Resultados semelhantes foram citados por Méndez- Lopez; Basurto-Rios;
Ibarra (2003), que apds avaliarem 170 isolados para o controle de H. hampei, observaram que
apenas 32 causaram mortalidade entre 90 e 100%, sendo esses isolados diptero-especificos e
semelhantes quanto a caracterizagdo molecular, proteica, morfoldgica e atividade contra
Aedes aegypti. Os autores também testaram contra H. hampei nove isolados do Instituto
Pasteur com atividade mosquitocida, e observaram que as subespécies israelensis e thompsoni
obtiveram 100% de mortalidade e as subespécies morrisoni (PG14) e malaysiensis
apresentaram mortalidade acima de 80% ndo diferindo estatisticamente das mais toxicas.

Os principais componentes do cristal paraesporal de B. thuringiensis subsp.
israelensis, localizados em um unico plasmidio de 72 MDa (WARD; ELLAR, 1986), sdo as
proteinas Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa e CytlAa (CRICKMORE et al., 1995), enquanto
pequenas quantidades de Cryl0Aa (GARDUNO et al., 1988) e Cyt2Ba (GUERCHICOFF;
UGALDE; RUBINSTEIN, 1997) também estao presentes. A produ¢do de proteinas do gene
cytlCa ainda ndo foi detectada nos cristais, entretanto hé indicios de sua transcricdo (STEIN
et al., 20006).

A combinacdo dos genes Cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl, amplificados nos
10 principais isolados estudados, ndo ¢ comumente encontrada nas cole¢des caracterizadas por
outros autores. Ibarra et al. (2003), por meio de PCR, utilizaram 27 iniciadores para detectar 17
diferentes genes cry e cyt em um banco com 6.531 isolados de B. thuringiensis provenientes de
paises da América Latina. Os autores observaram diferentes combinagdes entre os genes diptero-
especificos cry4, crylO, cryll e cyt. A combinagdo Cry4A, cry4B, cryll, cytl e cyt2 foi

encontrada em trés isolados, onde a presenca do cryl10 foi ausente, e o conjunto contendo Cry4A,
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cry4B, cryl0, cryll e cytl, foi observado em apenas um isolado, diferindo de B. thuringiensis
var. israelensis por ndo apresentar o gene Cyt2.

A dificuldade em se obter isolados com o perfil genético semelhante a B.
thuringiensis var. israelensis enfatiza a importancia do presente trabalho, no qual foi identificado
a mesma combinagdo de genes cry (cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl) em 27% dos isolados
estudados, sendo que todos apresentaram elevada toxicidade a H. hampei.

Os autores Ibarra et al. (2003) demonstraram a alta eficiéncia dos isolados
diptero-especificos contendo os genes Cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cytl contra larvas de A.
aegypti, e ¢ possivel supor que entre esse complexo génico inclua o(s) gene(s) responsavel pela
elevada viruléncia a H. hampei, ainda que os insetos pertengam a ordens diferentes.

Os isolados BR58, BR137, BR80, pertencentes ao primeiro grupo de
toxicidade, com os menores valores de CLsy, amplificaram os genes cry4A, cry4B, cryl0,
cryll e cytl, e revelaram bandas de 130kDa e 65-70kDa que podem estar relacionadas aos genes
crydA, crydB e aos genes crylO e cryll respectivamente (MONNERAT et al., 2012). Os
isolados BR135, BR146 e BR139, pertencentes ao segundo e terceiro grupo respectivamente,
apresentaram o mesmo conjunto génico que os isolados do primeiro grupo, porém revelaram
apenas uma banda de 130kDa e ndo apresentaram bandas de 65-72kDa, 78kDa ou de ~28kDa,
que poderiam ser referentes aos genes cryll, cryl0 e cytl respectivamente. Esses isolados
foram responsaveis pelos maiores valores de CLsp, 0 que sugere que a menor toxicidade
apresentada pode ser devido a baixa ou a ndo expressao dos genes cry10, cryll e cytl.

A técnica de PCR proporciona uma rapida e superficial caracterizagdo
molecular baseada nos iniciadores utilizados, porém nao ¢ capaz de identificar todos os genes
presentes em um isolado, e também nao revela se os genes sdo expressos ou ndo. Dessa forma,
os genes amplificados, como por exemplo, cryl10, cryll e cytl, podem estar presentes em niveis
muito baixos, ou estarem interrompidos, mutados ou sobre o controle de um promotor defectivo,
nao contribuindo assim para um bom efeito letal contra a praga, ou ndo se expressando para a
formacao de niveis de proteinas detectaveis por meio de caracterizacdo proteica.

Os genes cry4 e cytl, encontrados em praticamente todos os isolados
estudados no presente trabalho, foram responsaveis por elevada mortalidade a A. grandis
(MONNERAT et al.,, 2012). Esses genes também foram identificados nos isolados B.
thuringiensis subsp. israelensis e subsp. morrisoni (PG14) (CHOI et al., 2004; WAALWIJK
et al., 1985), os quais foram considerados toxicos H. hampei (MENDEZ-LOPEZ;
BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003), indicando o importante papel dessas toxinas na atividade

contra coleopteros.
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Isso leva a acreditar que um dos motivos para o efeito toxico dos isolados
estudados contra H. hampei seja, entre outras hipoteses, a acdo das proteinas Cry4 e Cytl. As
proteinas Cytl, apesar de apresentarem toxicidade in vitro apenas para dipteros (HOFTE:
WHITELEY, 1989), ja demonstraram seu potencial contra coledpteros como H. hampei, A.
grandis e Chrysomela scripta Fabricius (Coleoptera: Chrysomelidae), quando testada
individualmente contra esses insetos (FEDERICI; BAUER, 1998).

Além de sua atividade inseticida, as proteinas Cytl também apresentaram
capacidade de suprimir elevados niveis de selegdo de populagdes de C. scripta resistentes a
proteina Cry3A (FEDERICI; BAUER, 1998). Essa acdo pode ser devido a estrutura e modo
de agdo diferenciados das proteinas Cyt, que as tornam eficientes aliadas no manejo de
resisténcia cruzada de pragas tanto na composi¢do de inseticidas bioldgicos quanto para a
construcao de plantas geneticamente modificadas.

Delécluse et al. (1991) revelaram que a proteina Cytl A ndo foi essencial
para a atividade entomopatogénica de linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis a larvas
de Aedes aegypti e Culex pipiens, pois a interrup¢ao do gene CytlA resultou em um isolado
com atividade entomopatogénica similar ao isolado selvagem. No entanto, a presenca
frequente da proteina Cytl A em cristais sugere que ela pode ser um componente importante
para a caracteristica entomopatogénica de linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis,
como por exemplo, acdo sinérgica com outras proteinas ou com outros fatores de viruléncia
capazes de aumentar a toxicidade da linhagem.

Diversos autores citam que as toxinas produzidas por B. thuringiensis var.
israelensis agem sinergisticamente, ou seja, quando sdo testadas isoladas tém menor efeito do
que quando estdo em conjunto com outras proteinas ou na linhagem selvagem (BELTRAO;
SILVA-FILHA, 2007; CRICKMORE et al., 1995). Essa a¢do sinérgica pdde ser demonstrada
pela capacidade da proteina Cytl Aa atuar no aumento da toxicidade de Cryl1Aa ao facilitar a
formagdo de uma estrutura oligomérica de pré-poro que auxilia na formagao do poro (PEREZ
et al., 2007).

Adicionalmente, Perez et al. (2007) demonstraram que a proteina Cytl Aa
induz a formagdo da estrutura oligomérica de Cryl1Aa da mesma forma que o receptor de
membrana caderina induz a oligomerizagdo da proteina CrylA em lepidopteros (GOMEZ et
al., 2002). Foi observado também que a proteina Cytl Aa quando localizada na membrana do
epitélio intestinal dos insetos aumenta a eficiéncia de ligacdo de Cryl1Aa a BBMVs (brush
border membrane vesicles ou vesiculas de membrana das microvilosidades apicais) de larvas

A. aegypti (COHEN et al., 2008).
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A proteina CytlAa pode apresentar a capacidade de suprimir a resisténcia
de insetos a Cryl1Aa ao proporcionar um sitio de ligagdo diferente para essa proteina e atuar
como um receptor primario tipo caderina, o que ird resultar em uma eficiente formagdo do
pré-poro, inser¢ao na membrana e formagdo do poro (PEREZ et al., 2007).

Diante das funcdes apresentadas pela proteina Cytl é possivel considera-la
como importante integrante do conjunto proteico apresentado pelos isolados toxicos a H.
hampei, e futuramente deve ser testada separadamente e em conjunto com as demais
proteinas. Dessa forma, serd possivel avaliar ndo apenas sua toxicidade isolada a praga, mas
também relagdes de sinergismo com outras proteinas e supressdo ou atraso em casos de
resisténcia dos insetos as demais proteinas de B. thuringiensis inseridas em plantas
transgénicas.

Essa observacao podera auxiliar a decidir se serd mais conveniente a inser¢ao
de um ou mais genes Cry e Cyt nas plantas de café visando incorporar resisténcia a H. hampei,
visto que, além do sinergismo existente entre as proteinas Cry e Cyt, alguns autores ja
demonstraram que expressdes multiplas das toxinas de B. thuringiensis podem reduzir casos
de selecao de populacdes de insetos resistentes as proteinas Cry (LI et al., 2014; MOAR et al.,
1990).

O sinergismo entre toxinas produzidas por B. thuringiensis var. israelensis
também foi verificado entre as proteinas Cry4 e Cytl. O resultado foi analisado pela
estimativa da CLs, das proteinas Cry4 e Cytl para larvas de A. aegypti, a qual foi dez vezes
menor quando essas proteinas foram testadas em conjunto do que quando cada uma delas foi
utilizada separadamente (TABASHNIK, 1992).

Beltrao; Silva-Filha (2007), ao realizarem ensaios de competi¢do entre as
proteinas, mostraram que Cryl1Aa, Cry4Aa e Cry4Ba, unem-se especificamente 8 BBMFs de
A. aegypti, com alta afinidade aos sitios de unido, e sugerem que o aumento dessa afinidade
pode ser devido a interacdo sinergistica com a toxina Cytl Aa.

Monnerat et al. (2012), observaram que a viruléncia a larvas de A. grandis
causada por uma linhagem recombinante de B. thuringiensis expressando apenas o gene cry4A
ou o gene Cry4B foi maior do que a que continha apenas gene Cryll, demonstrando que cada
gene que compde uma linhagem tem potencial diferente no controle de pragas. Entretanto,
quando o conjunto de genes (Cry4A, cry4B, cryl1A e cytlA) foi reunido em uma unica linhagem
recombinante, ainda assim, ela apresentou menor toxicidade do que a linhagem selvagem B.

thuringiensis subsp. israelenses.
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Esses resultados sugerem que outros fatores de viruléncia ou genes da
linhagem selvagem, que ndo foram incluidos na linhagem recombinante possam ser responsaveis
por sua agdo frente a coledpteros, como por exemplo, os genes cryl0Aa, cyt2Ba e cytlCa que
também estdo presentes no plasmidio pBtoxis da linhagem B. thuringiensis subsp. israelenses
(BERRY et al., 2002). Esses genes codificam para a formagdo de proteinas cristais menores do
que as proteinas CrydA, cry4B, cryllA e cytlAa, mas também podem ser responsaveis pela
toxicidade da linhagem padrao ou atuar em sinergismo com outras toxinas (BERRY et al., 2002;
GUERCHICOFF; UGALDE; RUBINSTEIN, 1997; MONNERAT et al., 2012; STEIN et al.,
2006; THORNE et al., 1986).

De forma semelhante, Huges et al. (2005), apds avaliarem a acao de B.
thuringiensis subsp. israelenses sobre Chironomus tepperi (Diptera: Chironomidae),
constataram que a toxicidade do cristal selvagem era maior do que as contribui¢des isoladas
de cada proteina e das combinag¢des envolvendo todas as toxinas pertencentes a linhagem,
com excecdo da Cryl0A. Os mesmos autores também verificaram a presenca de sinergismo
entre as toxinas Cry4A e CytlA, e em contraste a outros trabalhos com dipteros, observaram
um leve antagonismo entre Cryl1A/Cry4B e Cryl 1A/CytlA.

Os isolados mais toxicos a H. hampei, selecionados neste estudo, com
excessao do BR67, amplificaram os genes cry4dA e crydB, os quais, como verificado
anteriormente em outros trabalhos, apresentaram toxicidade ndo so a dipteros, mas também a
coledpteros. Esse fato ¢ relevante considerando que as proteinas Cry4A e Cry4B possuem
elevada importancia bioldgica, pois, além da toxicidade individual, tém sido reportadas
agindo sinergisticamente em larvas de mosquitos (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Em bioensaios com A. aegypti, constatou-se que a proteina Cry4Ba foi mais
toxica as larvas, seguida pela CryllAa e Cry4Aa (PONCET et al, 1995). Entretanto,
Crickmore et al. (1995) observaram em estudos semelhantes, que a toxina CryllAa
apresentou a menor CLs para larvas de A. aegypti, seguida pela Cry4Ba e Cry4Aa, e apesar
da toxicidade apresentada pelas proteinas individualmente, a linhagem selvagem ¢é sempre
mais toxica do que as fragdes individuais ou combinagdes de toxinas
(ANGSUTHANASOMBAT,; CRICKMORE; ELLAR, 1992; WU; CHANG, 1985). Isso
ressalta a necessidade em se conhecer e estudar todas as proteinas Cry presentes em um
isolado, tanto em conjunto quanto separadas, visto que ha uma comprovada variacdo na
eficiéncia de cada uma.

As proteinas Cry4Aa e Cry4Ba apresentam alta taxa de identidade de

sequéncia de aminoacidos. Mas apesar desta similaridade, elas exibem diferentes niveis de
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toxicidade contra vérias espécies de dipteros. Enquanto a proteina Cry4Ba ¢ altamente toxica
para larvas de Aedes e Anopheles, ela apresenta baixa atividade contra larvas de Culex. Ja a
proteina Cry4Aa exibe um alto nivel de toxicidade contra larvas de Culex e Aedes, porém um
pouco menos toxica para Anopheles (PONCET et al., 1995).

Diante dessa diferenca de toxicidade, ambas as proteinas (Cry4A e Cry4B),
ao serem testadas individualmente e em conjunto contra H. hampei, possivelmente irdo
apresentar respostas diferentes em niveis de mortalidade, ou até mesmo ndo causarem
toxicidade a praga. Lopez-Pazos, Cortazar; Cerdn (2009) relataram que proteinas Cry4
obtiveram menos de 7% de mortalidade a H. hampei, e ndo observaram ligagdo em suas
BBMVs.

Em contraste aos resultados apresentados por Méndez-Lopez; Basurto-Rios;
Ibarra (2003) e confirmados no presente trabalho, Lopez-Pazos, Cortazar; Cerén (2009) nao
observaram mortalidade de H. hampei causada por B. thuringiensis subsp. israelenses IPS-82.
Os autores explicaram que provavelmente isso se deva a diferencas existentes entre a linhagem
IPS-82 causadas por alteragdes nas colonias de B. thuringiensis resultantes de diferentes
condigdes de cultivos, como nutricdo e temperatura de incubagdo, levando a perda de atributos
multicelulares ou entdo devido a alguma mutagdo ocorrida nos promotores de genes essenciais
para a toxicidade da bactéria.

Outras divergéncias metodologicas também podem ter influenciado nos
resultados, como por exemplo, os bioensaios realizados por Lopez-Pazos, Cortazar; Cerén
(2009) foram realizados apenas com proteinas Cry recombinantes, ja Méndez-Lopez; Basurto-
Rios; Ibarra (2003) e no presente trabalho, cujo objetivo inicial foi analisar o contetido total
dos isolados, foram utilizadas misturas de esporos e cristais, e dessa forma, a toxicidade ao
inseto poderia estar relacionada ndo apenas as proteinas Cry, mas também a demais fatores de
viruléncia, como proteases, quitinases, proteinas na fase vegetativa e proteinas Cyt. Outra
diferenca pode ser encontrada no protocolo de purificacdo das amostras, onde o conteudo de
toxina pode variar entre 20 e 90% em preparacdes ndo purificadas, e a metodologia de
purificacdo pode influenciar os resultados em casos de comparacdo de toxicidade para uma
mesma linhagem.

O gene cryll, apesar de ser o gene mais ativo contra A. aegypti
(CRICKMORE et al., 1995), quando foi testado isoladamente contra A. grandis, demonstrou
baixa toxicidade (MONNERAT et al., 2012). Em estudos realizados por Méndez-Lopez;
Basurto-Rios; Ibarra (2003) foi obervado que B. thuringiensis subsp fukuokaensis (isolado
T03C-001), jegathesan (isolado T28A—001) e medellin (isolado T30-001), os quais contém
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proteinas Cryl1 (CRICKMORE et al., 1998) também nao foram toxicos a H. hampei.

Apesar da toxicidade comprovada da proteina CryllAa sobre larvas de
Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae), quando essa espécie foi exposta unicamente a
proteina CryllAa, houve selecdo de insetos resistentes apds 16-20 geragdes. Essa rapida
selecdo sugere que provaveis alteragdes no gene do receptor de membrana do inseto
(caderina) podem ter conduzido a resisténcia a proteina CryllAa. Entretanto, a evolugao
dessa resisténcia foi menor quando a proteina Cryl1Aa foi utilizada concomitantemente com
as proteinas Cry4A e Cry4B, representando maior fonte de genes para atuar no controle da
praga (GEORGHIOU; WIRTH, 1997).

A relacdo entre essas duas proteinas ¢ de grande importancia para as
linhagens selecionadas, pois a maioria apresentou tanto o gene Cry4 quanto cryll, e assim,
sera interessante a realizacao de bioensaios com as proteinas individuais contra as larvas de H.
hampei a fim de avaliar possiveis casos de resisténcia a proteina Cryl1, ¢ em casos positivos,
se a utilizacdo conjunta com a proteina Cry4 poderia atrasar ou eliminar o surgimento de
insetos resistentes. Dessa forma, sera possivel prever se esses genes, apOs comprovada
toxicidade, devem ser inseridos isoladamente na planta transgénica, ou em conjunto a fim de
evitar casos futuros de selecdo de insetos resistentes.

Segundo Wirth et al. (1998), linhagens que carregam os genes Ccry4 e cryll
podem apresentar competi¢do pelo local onde as proteinas se ligam no receptor da membrana
do intestino de alguns insetos, como ocorre em Culex. Entretanto, as protoxinas podem se
ligar em diferentes locais do receptor caderina, levando a um baixo nivel de competi¢do entre
as proteinas Cry, e a eficiéncia de ambas, aumentando a toxicidade do isolado, como ocorreu
com A. aegypti em pesquisa realizada por Chen et al. (2009).

A obtengao e utilizagdo isolada da proteina Cry impede a sua interagdo com
outras proteinas Cry contidas em linhagens de B. thuringiensis, e assim, anula o efeito de
competi¢ao entre essas no momento da sua ligacdo com receptores do intestino do inseto
suscetivel. Entretanto, apenas um gene inserido na planta para o controle de insetos,
aumentaria as chances de selecdo de insetos resistentes a toxina expressa por esse gene
(AGUIAR et al., 2006).

Diversos grupos de pesquisa tém voltado seus estudos para a busca de isolados
de B. thuringiensis altamente toxicos e contendo multiplas proteinas Cry a fim de se obter
especificidade a diferentes insetos-praga e mais opcdes para o manejo de insetos resistentes a
determinados genes (BOBROWSKI et al., 2003). Dessa forma, a descoberta de isolados de B.

thuringiensis toxicos a H. hampei, que expressem um contetido génico diversificado, no qual
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mais de um gene possa ser toxico a praga, ¢ de grande importincia para o manejo de
resisténcia de insetos a plantas geneticamente modificadas.

Essa diversidade de genes, como foi observada na maioria dos isolados mais
toxicos estudados, podera permitir o uso de genes combinados, com a expressdo de mais de
um gene na mesma planta e, cuja ligacdo ocorre em diferentes receptores (VAN RIE, 1999),
dessa forma, reduzira a probabilidade de um inseto ser simultaneamente resistente a mais de
uma toxina (DEGRANDE; FERNANDES, 2006).

Mais de 47 toxinas Cry ja foram testadas contra diferentes espécies da ordem
coledptera. As familias mais testadas foram Chrysomelidae (62,6%), Scarabeidae (17,1%),
Tenebrionidae  (8,6%), Curculionidae  (5,3%) e  Cerambicidae (3,2%) (VAN
FRANKENHUYZEN, 2009). Dessa forma, varias toxinas foram descritas como toxicas a
coledpteros como CrylBa para Leptinotarsa decemlineata, Crysomela scripta e A. grandis
(FEDERICI; BAUER, 1998; MARTINS et al., 2008; NAIMOV, et al., 2001; ZHONG et al.,
2000). Crylla para L.decemlineata e A. grandis (MARTINS et al., 2008, NAIMOV, et al., 2001;
RUIZ DE ESCUDERO et al., 2006), Cry3A para C.scripta e H. hampei (JAMES; CROFT;
STRAUSS, 1999; LOPEZ-PAZOS; CORTAZAR; CERON, 2009) Cryl4Aa para Diabrotica
(PAYNE; NARVA, 1994); Cry22Aa para A. grandis (ISAAC et al.,, 2001) Cry22Ab para
L.decemlineata e Diabrotica (METTUS; BAUM, 2000), Cry55aa para Phyllotreta spp (GUO et
al., 2008) e Cyt2 para Diaprepes abbreviattus (WEATHERSBEE; LAPOINT; SHATTERS,
2000).

A proteina Cry3, que ¢ conhecida por sua atividade bioldgica contra
Coleopteros (VAN FRANKENHUYZEN, 2009), também ja foi relatada como toxica a H.
hampei (LOPEZ—PAZOS; CORTAZAR; CERON, 2009), e identificada em linhagens de B.
thuringiensis isoladas em plantagdes de café na Costa Rica (ARRIETA; HERNANDEZ;
ESPINOZA, 2004). O isolado BR67 foi o inico que obteve produto de amplificagdo apenas para
o gene Cry3, porém nao se diferenciou estatisticamente quanto aos valores de CLso da linhagem
padrao IPS-82 e dos demais isolados pertencentes ao grupo de maior toxicidade. Além disso,
apresentou em seu perfil proteico uma unica banda entre 65/70 kDa, que corresponde ao gene
cry3.

Algumas proteinas toxicas a coledpteros, quando testadas em laboratorio, sao
ativas somente apds a prévia solubilizagdo in vitro. Possivelmente isso ocorre devido ao pH
intestinal dos coledpteros, que varia de neutro a fracamente acido, e ¢ incapaz de solubilizar as
protoxinas (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001). Esse fato também poderia ocorrer
com H. hampei, cujo pH ¢ entre 4.5 ¢ 5.2 (VALENCIA et al., 2000), porém Lopez-Pazos;
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Cortazar; Ceron (2009) nao observaram essa diferenca, sendo que tanto as protoxinas quanto as
toxinas Cry3Aa e CrylBa foram toxicas as larvas de H. hampei, ja os cristais solubilizados, ndo
causaram mortalidade.

Essa diferenga em relacdo a outros coledpteros se deve a caracteristicas
fisiologicas especificas encontradas no intestino médio das larvas de H. hampei, como por
exemplo, proteases digestivas e o comportamento reprodutivo incomum apresentado pelo inseto,
como endogamia, haplodiploidia funcional e baixa variabilidade genética, o que proporciona a
ele caracteristicas bioldgicas particulares como o aumento na propor¢ao de alelos de resisténcia a
inseticidas, e possivelmente suscetibilidade a proteina Cry3 sem a previa solubilizagdo dos
cristais (BENAVIDES, 2005).

O gene cryl0 teve sua atividade primeiramente descrita para dipteros
(THORNE et al., 1986). Subsequentemente, a proteina CrylO foi relatada no controle de
lepidopteros (VASSAL et al., 1993), e de coledpteros como H. hampei (MENDEZ-LOPEZ;
BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003) e A. grandis (AGUIAR, 2007). O gene cryl0Aa ¢ um
operon pois inclui duas ORFs (ORF1 e ORF2, respectivamente), separadas por uma sequéncia
ndo traduzida de 48 pb. A ORF1 contém a sequéncia completa da d-endotoxina. A ORF2
apresenta alta identidade a sequéncia da metade C-terminal das proteinas do tipo Cry4, com
capacidade para codificar uma proteina de 56 kDa. Assim, acredita-se que um possivel gene
ancestral a cryl0Aa, seria similar em tamanho aos genes tipo cry4. Entretanto, uma pequena
sequéncia pode ter sido inserida no gene, ou mutagdes produziram cddons de terminagao
nesta regido (HERNANDEZ-SOTO et al., 2009).

Através de andlises microscopicas, a morfologia dos cristais de um isolado
pode fornecer informagdes sobre sua atividade inseticida (LERECLUS; DELECLUSE;
LECADET, 1993; SAADOUN et al., 2001; TAILOR et al.,, 1992). Todos os isolados
selecionados para H. hampei apresentaram a mesma morfologia, com cristais esféricos, que
normalmente identificam isolados toxicos a dipteros (ROH et al., 2007).

Dos isolados mais toxicos estudados no presente trabalho, quatro nao
diferiram estatisticamente do Padrdo IPS82 quanto a CLsy. Entre esses, os isolados BR58 e
BR137 possuem alto potencial para o controle de H. hampei, pois apesar de ndo diferir
estatisticamente, obtiveram valores de CLsy menores que o da linhagem padrao.

Resultados semelhantes foram observados por Ibarra et al. (2003), que
identificaram novos isolados de B. thuringiensis com atividade toxica a A. aegypti, sendo que
dentre eles, quatro foram superiores ao padrdo B. thuringiensis subsp. israelensis, mesmo

apresentando perfil proteico similar. Excecdo foi verificada para um isolado que também
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apresentou toxicidade maior que a linhagem padrao, entretanto, os autores citaram a presenca
de quatro proteinas diferentes (Cryll, Cytl, Cyt2 e Cry30), as quais também possuem
atividade toxica para dipteros.

Esse fato revela a necessidade de bioensaiar os isolados contra os insetos,
pois mesmo apresentando o mesmo contetido génico, eles podem causar niveis de toxicidade
diferentes, ou ainda o isolado pode conter genes que nao haviam sido identificados por PCR e
que seriam o fator determinante para a toxicidade a praga.

Além dos genes cry e cyt, existem outros fatores de viruléncia presentes em
isolados de B. thuringiensis que podem contribuir com a toxicidade da bactéria (VILAS-BOAS
et al.,, 2012). Adicionalmente, podem ocorrer interagdes sinergisticas entre as toxinas Cry, ou
mesmo, entre essas € 0s esporos, € devido a variagcdo na toxicidade de cada proteina, ¢ dificil
estabelecer uma contribuicdo individual para o efeito toxico do isolado (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000; VISSER et al., 1990). Essas interagdes também podem ser a
explicacdo aos diferentes niveis de toxicidade obtidos pelos isolados testados, que mesmo
apresentando conjunto génico semelhante, apresentaram diferentes CLso para H. hampei.

O presente estudo obteve importantes resultados e confirmou a toxicidade de
B. thuringiensis subsp. israelensis a H. hampei, que ja havia sido reportada anteriormente
(MENDEZ-LOPEZ; BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003). Adicionalmente foram selecionados
10 isolados nativos de B. thuringiensis toxicos a praga, ¢ com o conteudo génico semelhante
ao da linhagem padrao IPS82. Entre esses, o isolado BR58 que obteve o menor valor de CLsy
para H. hampei, teve o seu genoma totalmente sequenciado, permitindo a busca de todos os
genes Cry existentes tanto em cromossomos como em plasmidios, o que nao seria possivel
com outras técnicas, como PCR.

A técnica de PCR, por ser simples e acessivel, ¢ um dos métodos mais
utilizados para identificacdo de genes cry (PALMA et al., 2014), porém ¢ uma técnica
limitada e nao permite identificar todo o conteido gé€nico pertencente ao isolado.
Recentemente, com a utilizagdo de sequenciadores de nova geracdo, existe a possibilidade de
sequenciar totalmente o genoma dos microrganismos e identificar todos os genes Cry contidos
no genoma de B. thuringiensis sem a dependéncia de iniciadores especificos. Essa tecnologia
gera um grande volume de dados a baixo custo por base, pois, em um sO ciclo de
sequenciamento estas plataformas sdo capazes de produzir bilhdes de nucleotideos, resultando
na diminui¢do do custo de sequenciamento ao longo dos anos e seguranga na obtengdo dos

dados (METZKER, 2010).



69

A andlise e sequenciamento total do genoma dos isolados como ocorreu com o
isolado BRS5S, diferentemente da técnica de PCR, permite ao pesquisador identificar todo o
conteudo de genes Cry que possivelmente sdo responsaveis pela toxicidade a praga, inclusive
genes Cry que até entdo ndo haviam sido descritos. Essa técnica de sequenciamento completo do
genoma proporciona o conhecimento aprofundado sobre o isolado selecionado, e assim permite a
manipulagdo dos genes de interesse por meio da clonagem de cada um isoladamente ou da
construcdo de linhagens recombinantes. Dessa forma, ¢ possivel avaliar a atuacdo individual e
conjunta dos genes, sinergismo, antagonismo e demais fatores de viruléncia contidos em cada
isolado por meio de novos bioensaios.

O sequenciamento completo do BR58, que ocorreu em um sequenciador de
nova geracdo, permitiu conhecer com total seguranca todos os genes Cry pertencentes a esse
isolado de forma mais rapida e econdomica em relacdo as técnicas de sequenciamento mais
antigas e a técnica de PCR. Isso se deve a tecnologia dos sequenciadores de nova geragdo que
permite localizar os genes Cry pertencentes a um isolado em menor tempo, principalmente
quando se trata de genes desconhecidos que ndo possuem iniciadores especificos para a
amplificagdo por PCR.

Com isso, foi confirmada a presenca dos genes ja identificados por PCR e
ainda foram localizados mais dois genes desconhecidos para esse isolado, cry30 e cry60.
Além disso, apds a comparagdo pelo software MEGA 5.1 da sequéncia consenso com as
sequéncias dos genes Cry depositadas no banco de dados, foi possivel obter as subclasses de
todos os genes localizados no isolado.

O sequenciamento do DNA total do isolado BR58, que foi realizado na
plataforma Ion Torrent gerou um arquivo bruto que, apds o processamento de qualidade com
a retirada de sequéncias curtas e de baixa qualidade, resultou em 2.239.376 reads, ou seja, um
numero ainda elevado, com apenas 73.422 reads a menos que o arquivo bruto, indicando que
0 sequenciamento obteve alta qualidade.

A cobertura total do genoma da bactéria foi em média de 35 vezes, nimero
que também mostrou confianc¢a nos resultados obtidos, visto que outros autores, ao realizarem
o sequenciamento total do genoma de B. thuringiensis, encontraram resultados semelhantes.
He et al. (2010), ao sequenciar a linhagem de B. thuringiensis BMB-171, obteve 448.963
reads provendo 32 vezes a cobertura do genoma. Doggett et al. (2013), ao sequenciar a
linhagem de B. thuringiensis subsp. israelensis HD-789, obteve 49.827.921 que forneceu a
cobertura em 26,9 vezes do genoma total da linhagem.

A analise do alinhamento em BLAST-n das sequéncias consenso com o0s
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genes depositados no banco de dados, revelou que os genes cry identificados no isolado BR58
(crydAal, crydBal crylOAa3, cryllAal, cry30Aal, cry60Aa2 e cytlAa,) exibiram alta
cobertura e identidade (acima de 80 e 99%, respectivamente) com as sequéncias de genes Cry
junto ao banco de dados NCBI, e todos obtiveram e-value igual a zero, o que indica que o
alinhamento ¢ real, pois quanto menor o e-value, menores sdo as chances do alinhamento ter
sido obtido ao acaso (AMARAL; REIS; SILVA, 2007).

A sequéncia do gene cry4Aal, ja citada por Ward; Ellar (1986) (nimero de
acesso CAA68485) apresentou 99% de cobertura e identidade com 11 sequéncias depositadas
no GenBank sob numeros de acessos diferentes (nimeros de acesso: CP003766.1,
JQ228565.1, AL731825.1, D00248.1, Y00423.1, EF208904.1, EF424470.1, EF424468.1,
EF424472.1, EF424469.1, EF424471.1). O maior alinhamento foi com as sequéncias do gene
cry4Aa3 do plasmidio pBTHD789-3 da linhagem de B. thuringiensis HD-789 (ntimero de
acesso CP003766.1) descrita por Doggett et al. (2013) e cry4Aa do plasmidio pBtoxis de B.
thuringiensis subsp.israelensis (nimero de acesso AL731825.1) descrita por Berry et al.
(2002), os quais demonstraram, comparando entre todas as sequéncias, o maior total score
(11497), ou seja, a pontuagdo maxima do alinhamento local de uma sequéncia.

O plasmidio pPBTHD789-3 da linhagem de B. thuringiensis HD-789 contém
os genes Cry4Aa3, dois genes cry4Bab, cryl0Aa3, cryllAa3, cry60Ba3 e cry60Aa3. Ja o
plasmidio pBtoxis de B. thuringiensis subsp.israelensis apresenta os genes cry4Aa, cry4Ba,
crylOAa, cryllAa, cytlAa, e cyt2Ba. Dessa forma, observou-se que o isolado BR58 ¢
semelhante a essas linhagens, pois possuem um conjunto génio em comum, além do gene
crydAal.

O mapeamento para o gene Cry4Aal obteve o total de 2482 reads os quais
apresentaram uma inversdo das bases T e C na posicdo 3102 que foi confirmada pelo
programa Artemis. Essa ferramenta permitiu a leitura dos pares de bases para o gene cry4Aal
mostrando que 50% dos reads apresentavam timina nessa posi¢ao e 50% dos reads continham
citosina. Com isso, foi verificado que assim como o plasmidio pBTHD789-3 que possui dois
genes Cry4Ba5, o isolado BR58 também possui dois genes cry4Aal (DOGGETT et al., 2013).

A sequéncia do gene cry4Bal obteve 99% de cobertura e identidade com 14
sequéncias diferentes depositadas no GenBank (nimeros de acesso CP003766.1,
AY847707.1, AL731825.1, X07423.1, X07082.1, D00247.1, EF468625.1, AY729887.1,
EF468626.1, EF468627.1, EF468628.1, EF468630.1, EF468629.1, M20242.1), ¢ dentre
essas, sete citagdes se referiram as linhagens como sendo da subespécie israelensis e toxicas

para dipteros.
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Entre essas sequéncias com 99% de cobertura e identidade, os dois maiores
valores de total score foram com as mesmas sequéncias ja citadas para o gene cry4Aal, ou
seja, a do plasmidio pBTHD789-3 da linhagem de B. thuringiensis HD789, e a do plasmidio
pBtoxis de B. thuringiensis subsp.israelensis.

Ap6s o alinhamento no programa MEGA 5.1 da sequéncia consenso obtida
para o gene cry4dBa e as demais sequéncias depositadas no NCBI para cry4Ba (cry4Bal,
crydBa2, cry4Ba3, cry4Ba4, cry4Ba5), ndo foi possivel classificar o gene cry4Ba do isolado
BR58 em um quarto nivel, pois ndo houve diferenca entre os aminoacidos das sequéncias
depositadas no NCBI e a sequéncia consenso. O mesmo ocorreu para os genes CryllAa e
cytlAa, os quais permaneceram com a primeira classificagdo encontrada para cada gene, ou
seja, cryl1Aal e cytlAal respectivamente.

Para o gene cryl0Aa3, ja citado por Berry et al. (2002) (nimero de acesso
CAD30098), o alinhamento em Blast-n apresentou 99% de cobertura e 100% de identidade
apenas com a sequéncia do gene cryl0Aa3 dos plasmidios pPBTHD789-3 da linhagem HD789
e pBtoxis. J4 com 99% de cobertura e identidade foram apresentadas mais oito sequéncias
diferentes (JQ228566.1, M12662.1, EU124367.1, EU124366.1, EU124369.1, EU124368.1,
EU124370.1, EU124371.1).

A sequéncia do gene cryllAal apresentou 99% de cobertura e 100% de
identidade com as sequéncias do gene cryllAa do plasmidio pPBTHD789-3, do plasmidio
pBtoxis, da linhagem HD-567 de B. thuringiensis subsp. israelensis (nimero de acesso
M31737.1) (DONOVAN; JESSOR; COSTA, 1988) e da linhagem BRC-LLP29 de B.
thuringiensis subsp. israelensis (numero de acesso JQ228567.1). Adicionalmente, quatro
sequéncias obtiveram 99% de cobertura e 99% de identidade (EU124372.1, EU124373.1,
EU124374.1, EU124375.1).

A sequéncia do gene cry30Aal, ja citada por Delecluse et al. (2000)
(nimero de acesso CACA80986) (PEREZ et al., 2003) apresentou 80% de cobertura e 100%
de identidade com a sequéncias do plasmidio pBtoxis e 80% de cobertura e 99% de identidade
com a do plasmidio pBTHD789-3 da linhagem HD789. A sequéncia de gene cry60Aa2
apresentou 99% de cobertura ¢ 100% de identidade com a do plasmidio pBTHD789-3 da
linhagem HD789, e diferente de todos os demais genes, apresentou 99% de cobertura e 99%
de identidade com a sequéncia da linhagem B. thuringiensis subsp. jegathesan 367 Cry
(nimero de acesso GQ3985000.1) descrita por Sun et al. (2013), e que contém os genes
Cryl1Ba, Cry19Aa, Cry24Aa, Cry25Aa, Cyt2Bb, Cry30Ca, Cry60Aa e Cry60Ba.
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O alinhamento global da sequéncia completa do gene cry60A do BR58 com
sequéncias de outros genes Cry60Aa depositadas no NCBI revelou uma mutagdo entre a
sequéncia do gene cry60Aal e cry60Aa na posicao 154, onde ocorreu uma transversdo de A
para C. Isso nos revela que o gene cry60Aa do isolado BR58 ndo pode ser classificado como
cry60Aal, mas pode ser tanto cry60Aa2, cry60Aa3 quanto cry60Aad, os quais nao
demonstraram diferencas entre suas sequéncias de aminoacidos.

O gene cry30 codifica um polipeptidio de 77kDa, e ja foi citado no controle
de Plutella xylostella e A. aegypti (TAN et al., 2009). Esses autores também revelaram a
possibilidade da proteina Cry30Fal ser ativa para o controle de uma vasta gama de insetos-
praga, visto que foi comprovada sua toxicidade a duas ordens diferentes de insetos. Diante
disso, podemos supor que o gene cry30Aal também possa ser ativo contra coledpteros, e deve
ser testado contra espécies dessa ordem.

A proteina Cry30 foi identificada por Sun et al. (2013) na linhagem B.
thuringiensis subsp. jegathesan 367, a qual também apresentou a proteina Cry60. Esses genes,
que ainda ndo haviam sido relatados nessa linhagem, foram identificados pelos autores por
uma metodologia inédita (bloco de gel de poliacrilamida acoplado a cromatografia liquida e
espectrometria de massa em tandem). De forma semelhante, no presente trabalho, foi utilizada
uma metodologia ndo usual (sequenciamento do genoma completo da bactéria em busca de
genes Cry), que foi capaz de revelar a existéncia de genes (cry30 e cry60) ndo identificados
por PCR.

Assim, como as demais proteinas existentes no isolado BR58, as proteinas
Cry30 e Cry60, também podem ser responsaveis pela toxicidade a H. hampei, e devem ser
bioensaiadas isoladamente e em conjunto. Os resultados dos ensaios realizados por Sun et al.
(2013) mostraram que as toxinas Cry30 e Cry60 contidas na linhagem B. thuringiensis subsp.
jegathesan, que ¢ altamente toxica a C. quinquefasciatus, quando foram testadas isoladamente
contra essa espécie, obtiveram apenas toxicidade moderada e nula, respectivamente. Os
autores sugeriram que provavelmente outras toxinas como CryllBa, devem coexistir no
corpo parasporal e serem responsaveis ou interagir para a alta toxicidade da linhagem contra
C. quinquefasciatus.

Adicionalmente, em trabalho realizado por Ito et al. (2006), a proteina Cry30
nao apresentou toxicidade para Culex pipiens pallens, Anopheles stephensi ¢ A.aegypti, mas os
autores sugeriram, que assim como ocorre sinergismo entre as proteinas Cry29Aa e Cryl1Bb, a
proteina Cry30 também pode atuar em sinergia com outras proteinas, aumentando a viruléncia

do 1solado.
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O sequenciamento e descoberta de todos os genes Cry presentes no isolado nos
possibilitara a individualiza¢ao de cada um desses genes para avalia-los contra H. hampei. Outro
fator que deve ser considerado na selecao de genes ativos contra H. hampei ¢ a possibilidade de
sinergismo e antagonismo que existe entre as proteinas Cry e interagdo com os demais fatores de
viruléncia. Também deve ser objetivo de estudos os receptores proteicos no intestino dos insetos
e o modo de acdo de cada proteina, a fim de se evitar o desenvolvimento de resisténcia.

A possibilidade de inserir um ou mais genes na planta de café deve ser
considerada e estudada futuramente a fim de complementar o presente trabalho. Com os
resultados obtidos até o momento, ou seja, a analise completa do genoma do isolado mais
toxico a H. hampei, e a verificagdo de todos os genes Cry e Cyt presentes no isolado, ¢é
possivel, futuramente, investigar a acdo de cada gene, e as relacdes entre esses, atuando de
forma a incrementar a toxicidade, ou até mesmo evitar casos de selecdo de insetos resistentes.
Além disso, os estudos de selecdo de genes cry podem ser ampliados para outras importantes
pragas do cafeeiro, como L. coffeella.

Os resultados positivos obtidos na prospeccdo de genes que codificam
proteinas altamente toxicas para o controle da broca do cafeeiro revelaram grandes perspectivas
para pesquisas com os genes encontrados no isolado BR58. O estudo torna-se ainda mais
promissor por BR58 ser um isolado pertencente ao banco de bactérias entomopatogénicas da
UEL, que poderd ser manipulado e utilizado como fonte de genes para serem inseridos em
plantas de café geneticamente modificadas para o controle de H. hampei, e até mesmo serem

testados para o controle de outros insetos-praga que atacam a cultura.
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7 CONCLUSOES

Os genes cry4A, cry4B, cryl0, cryll, cytl e cry3 de B. thuringiensis
apresentam potencial de controle para Hypothenemus hampei, pois foram amplificados nos
isolados mais virulentos.

O isolado BR58, que obteve menor CLsy apresenta, além dos genes
amplificados por PCR, os gene cry30 e cry60, que foram identificados por sequenciamento do
DNA total do isolado. Além disso, foram identificadas as subclasses para os genes cry4Aal,
cry4Bal, cryl0Aa3, cryllAal, cry30Aal, cry60Aa2 e cytlAal.

O isolado BR58 apresenta potencial para ser utilizado como fonte de genes no
desenvolvimento de plantas de café geneticamente modificadas com expressao de proteinas

toxicas para o controle de H. hampei.
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