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RESUMO

Uma alternativa ao uso de inseticidas sinteticos é o uso de produtos biol6gicos como a
bactéria B. thuringiensis caracterizada pela producdo de proteinas toxicas a diversas
ordens de insetos, as quais sdo codificadas por genes cry, vip e cyt. Este trabalho teve o
objetivo de caracterizar molecularmente e sequenciar o isolado BR37, que, em testes
anteriores apresentou atividade toxica frente as espécies da ordem Lepidoptera.
Amostras de DNA desse isolado foram usadas para reacdes de amplificacdo por PCR,
visando a identificagdo dos genes cryl, cry2, cry3, cry4A, cry4B cryl0, cryll e cytl,
utilizando iniciadores especificos. Foi possivel através dessa técnica identificar a presenca
dos genes cryl e cry2. O perfil proteico dos cristais desse isolado foi determinado por
SDS-PAGE, onde verificado massas moleculares correspondentes a proteinas de 65e
130 kDa correspondentes as genes cryl e cry2 respectivamente. Em microscopia
eletronica de varredura foi possivel verificar cristais esféricos e bipiramidais, os quais
podem estar relacionados a toxicidade a insetos da Ordem Lepidoptera e Coleoptera. O
sequenciamento do DNA genoémico foi realizado pela plataforma lon Torrent, e as
sequéncias obtidas foram analisadas, filtrando as leituras de baixa qualidade, visando a
identificacdo de sequéncias correspondentes aos genes cry, vip e cyt de referéncia
depositados no banco de dados GeneBank. Através do sequenciamento foi possivel
obter as subclasses para os genes identificados em PCR: crylAal6, crylAbl5, crylAdl,
crylCa9, crylDa3, crylEbl, crylFal, cry2Aal3 e também um gene ainda ndo
identificado o vip3Ca2. O isolado BR37 apresenta potencial para ser utilizado como
fonte de genes cry e vip no desenvolvimento de bioinseticidas e plantas geneticamente
modificadas.

Palavras-chave: lon torrent, genes vipCa2, Spodoptera frugiperda, Spodoptera
eridania.
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thuringiensis BR 37 genomic sequencing. 2015. 62f. Tese de Doutorado do Programa
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ABSTRACT

As an alternative insecticides of use synthetics and the use of biological products as the
bacteria Bacillus thuringiensis characterized by the production of toxic proteins one
insects several orders, as what are encoded by genes cry, vip and cyt. This study aimed
to characterize molecular and sequence the BR37 isolated, which, in previous testes
showed toxic front activity at species of lepidoptera order. DNA samples that were used
isolated by PCR amplification reactions, in order to identify the genes cryl, cry2, cry3,
cryda, crydb cryl0, cryll and cytl using specific primers. It was through this technique
can identify a presence of cryl and cry2. The protein profile of this isolated crystals was
determined by sds-page, where checked molecular masses corresponding to 65 protein
130 kDa corresponding to genes cryl and cry2 respectivamente. Scanning electron
microscopy was possible confirm spherical crystals and bipiramidal, which may be
related to the toxicity of one insects order Lepidoptera and Coleoptera. The sequencing
of genomic dna was carried out by ion torrent platform, and as sequences obtained were
analyzed by filtering as low readings quality, aiming to corresponding sequences
identify genes aos cry, vip and cit of reference deposited in genbank database. Get
through do sequencing was possible as genes os subclasses identified for PCR:
crylAal6, crylAb15, crylAdl, crylCa9, crylDa3, crylEbl, crylFal, cry2Aal3 and
also not a gene identified vip3Ca2. The BR37 isolated has potential for use as a source
of genes cry and not vip.

Key words: lon torrent, Vip3Ca2, Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania.
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1 INTRODUCAO

Alternativas ao controle quimico, como o controle biolégico por meio de uso de
micro-organismo vém assumindo uma posi¢do de destaque ao longo dos anos no
controle de insetos. A disponibilidade de organismos com atividade entomopatogénica é
muito ampla fornecendo uma grande variedade de matéria prima para o
desenvolvimento de novos produtos com maior toxicidade e espectro de acgdo (Perlack,
1990, Moscardi, 2008).

Dentre os bioinseticidas mais utilizados, destaca-se a bactéria Bacillus
thuringiensis, como um agente favoravel e seguro para o controle de insetos, por ser
especifico e ndo apresentar atividade toxica a mamiferos bem como ndo causar
problemas de contaminacdo ambiental e dos alimentos (SCHNEPF et al., 1998). Essa
atividade entomopatogénica do B. thuringiensis é devida principalmente a presenca de
inclusdes protéicas denominadas proteinas Cry. Estas inclusdes cristalinas podem
apresentar atividade toxica para diversas ordens de insetos como Lepidoptera, Diptera,
Hymenoptera, Coleoptera, para alguns nematoides, acaros e protozoarios (SCHNEPF et
al., 1998).

No final dos anos 1980, foi possivel também a insercdo de genes codificadores
para diferentes proteinas Cry, formando as chamadas plantas Bt. Essas plantas, que
expressam proteinas Cry em folhas e estruturas de frutificacdo, por exemplo,
apresentam atividade de controle para insetos desfolhadores e destruidores de orgaos
frutiferos, tornando possivel o controle de insetos sensiveis as toxinas Cry sem a
aplicacdo de inseticidas quimicos (CAPALBO et al., 2008).

Atualmente ja foram clonados e sequenciados 743 genes cry, classificados em
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73 grupos de proteinas Cry com diferentes subdivises (Cryl a Cry73). A classificacdo
de novas proteinas ocorre em funcdo do grau de identidade dos aminoécidos. Devido a
constante descoberta de proteinas, o numero de genes cry aumenta a cada ano, e
periodicamente, a classificacdo e a nomenclatura das proteinas Cry sdo atualizadas em
um banco de dados http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/.

Uma mudanca na metodologia para encontrar novos genes surgiu na deteccéo
“nao optica” das sequéncias de DNA com a plataforma lon Torrent PGM (ROTHBERG
et al., 2011). A simplicidade, escalabilidade e reducdo de custos e tempo para geragdo
de uma sequéncia tem permitido o sequenciamento massivo de materiais genéticos
extraidos de varios ecossistemas.

Esse fato estimula a busca por novos genes que expressem proteinas toxicas que
possam vir a controlar de forma eficiente varios insetos, expandindo a utilizacdo desta
bactéria para pragas de importancia agricola, diminuindo assim os prejuizos causados ao
meio ambiente com a utilizacdo de inseticidas sintéticos.

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo caracterizar e sequenciar o
isolado BR37 de B. thuringiensis que apresenta elevada atividade toxica contra insetos
de grande importancia para o pais, e disponibilizar as informacdes para posteriores

aplicagdes biotecnologicas.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacillus thringiensis

B. thuringiensis foi descrito pela primeira vez em 1911 por Ernst Berliner na
Alemanha. A bactéria foi isolada a partir de larvas da traca da farinha, Anagasta
kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000;
ROH et al., 2007). Berliner chamou-a de Bacillus thuringiensis e reportou a existéncia
de cristais, mas a atividade destes ainda era desconhecida. Porém, esse ndo foi o
primeiro relato de doencgas causadas em insetos por B. thuringiensis, o registro data
1901, quando Ishiwata isolou essa bactéria em Bombyx mori (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Bombycidae).

Em 1938, uma formulagdo a base dessa bactéria foi comercializada na Franga
sob o0 nome de Sporeine (GLARE & O’CALLAGHAN, 2000; ROH et al., 2007). Na
década de 60, foi isolada uma linhagem de B. thuringiensis subsp. Kkurstaki
(DULMAGE, 1970) com toxicidade até 200 vezes superior as linhagens ja conhecidas
para produtos comerciais (GOLDBERG & MARGALIT, 1977). Essa descoberta
aumentou o interesse na busca por novas toxinas ativas contra outras ordens de insetos.

Esse micro-organismo é o principal agente de controle bioldgico de insetos, e
esse impulso se deve a descobertas de novos isolados de Bt que apresentam um variado
espectro de agédo, controlando insetos de varias ordens como: Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera (MELO & AZEVEDO, 1998). E, também, subespecies de Bt que
apresentam cristais toxicos contra insetos das Ordens Himenoptera, Hemiptera,
Orthoptera, Phthiraphera e também para alguns nematoides, protozoarios e acaros
(SCHNEPF et al., 1998; GLARE & O’CALLAGHAN 2000; BRAR et al., 2006).

Com o avanco da biologia molecular e novas tecnologias aplicadas a
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transformacdo genética de plantas, os estudos se voltaram para a busca de genes que
codificam as proteinas entomopatogénicas de B. thuringiensis visando a construcao de
plantas resistentes a pragas. O primeiro registro de plantas transgénicas que
expressavam toxinas Bt foi em 1987 com plantas de tabaco e tomate, e, em 1995, nos
Estados Unidos foi realizada a primeira plantacdo comercial de milho geneticamente
modificado (USEPA, 1999).

A utilizacdo de B. thuringiensis no controle bioldgico de pragas, tanto como
bioinseticida ou em plantas geneticamente modificadas, € vista com grandes
perspectivas em relacdo aos inimeros beneficios proporcionados pela utilizacdo dessa

bactéria.

2.1.2 Aspectos gerais de Bacillus thuringiensis

Trata-se de uma bactéria que ocorre naturalmente em diversos ambientes, como
solos, agua, superficie de plantas, insetos mortos e seus habitats, teias de aranha e em
grdos armazenados (VILAS-BOAS & LEMOS, 2004). Gram positiva, aerobia
facultativa, da familia Bacillaceae que produz no momento de sua esporulacdo inclusbes
protéicas cristalinas. Essas inclusdes proteicas sao compostas por proteinas, conhecidas
como o-endotoxinas ou proteinas Cry (ARANDA et al., 1996; MONNERAT &
BRAVO, 2000).

Entretanto, a patogenicidade do Bt também ¢é atribuida a outros fatores de
viruléncia como hemolisinas, enterotoxinas, quitinases, fosfolipases, a-exotoxina, -
exotoxina e o proprio esporo (BRAVO et al., 1998; VILAS-BOAS et al., 2007; VIDAL-
QUIST et al.,, 2009), proteinas VIP, que sdo secretadas na fase vegetativa e tem
atividade contra insetos da ordem lepidoptera e coleoptera (ESTRUCH et al., 1996) e

proteinas Cyt (SCHNEPF et al., 1998). Além disso, a acdo sinérgica dos esporos
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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).

O cristal inseticida dessa bactéria pode conter um tipo ou varios tipos de
proteinas Cry. Isso ocorre pelo fato de existir uma ou varias copias de um mesmo gene
cry ou copias de diferentes genes, que formardo um mesmo cristal misto (LERECLUS
et al., 1993), onde podem ser encontrados até sete genes cry em um mesmo isolado de
B. thuringiensis (MARTINEZ & CABALERRO, 2002). Muitos desses genes ainda sao
desconhecidos, sendo necesséario identificar o seu conteudo e seu potencial a fim de
utiliza-los como alternativa no controle de insetos (SUN et al., 2008).

A identificacdo de novos tipos e subtipos de genes contidos numa nova linhagem
é realizada, inicialmente, por bioensaios e pela técnica de PCR. Essa técnica conta com
mais de 80 iniciadores desenvolvidos para identificar grupos e genes cry individuais
(SONG et al., 2003). Assim, a identificagdo dos genes cry de isolados de B.
thuringiensis € vista como um dos passos iniciais e mais importantes para a escolha de

um isolado para que possa ser empregado em programas de controle de insetos.

2.1.3 Genes cry

Os genes cry geralmente estdo localizados em plasmidios conjugativos de alto
peso molecular ocorrendo, eventualmente no cromossomo ou em ambos, entretanto
ainda ndo foi esclarecido se 0s genes presentes nos cromossomos contribuem para a
formagdo da inclusdo proteica (SCHNEPF et al., 1998). Estes genes apresentam
mobilidade devido a associacdo com sequéncias de insercdo (IS) e transposons

(MAHILLON et al.,, 1994) e somado ao fato desses genes estarem presentes,
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preferencialmente, em plasmidios conjugativos pode explicar a diversidade destes genes
e as diferente combinacdes deles, o que resulta em cristais proteicos com diferentes
tipos de proteinas Cry e com perfis de toxicidade distintos (ARANTES et al., 2002;
PEREZ, 2004; PIGOTT& ELLAR, 2007).

A descoberta de novos genes cry com amplo espectro de acdo € de extrema
importancia para o desenvolvimento de novos bioinseticidas e plantas geneticamente
modificadas reduzindo a probabilidade dos insetos alvo desenvolverem resisténcia

(BETZ et al., 2000; BOBROWSKI et al., 2001).

2.1.4 Proteinas Cry

O cristal proteico existente no protoplasma celular de B. thuringiensis foi
descoberto em 1953 por Hannay (BRAVO et al., 2007). Estes cristais sdo responsaveis
pela caracterizacdo do Bt e tem como principais constituintes as proteinas Cry e Cyt,
codificadas por genes que podem estar localizados tanto no cromossomo como em
grandes plasmideos (40-200 MDa) ou em ambos (GONZALES et al., 1982; SANCHIS
et al., 1998). O acimulo dessas proteinas forma um corpo de inclusdo cristalina, por
isso sdo denominadas Cry (YAMAMOTO & DEAN, 2000). De acordo com a definicao
mais aceita, uma proteina € considerada Cry, quando forma uma inclusdo paraesporal
(cristal), exibe algum grau de toxicidade a insetos alvos, ou apresente sequéncia de
aminoacidos similar a uma proteina Cry ja descrita (BRAVO; GILLB; SOBERON,
2007; SCHNEPF et al., 1998).

A maior parte das proteinas que compdem as inclusdes proteicas € sintetizada
durante a fase de esporulacao, sendo a transcricdo da maioria dos genes cry dependente
de fator sigma especifico desta fase. Uma pequena parte, no entanto, é expressa também

durante o crescimento vegetativo. Independente da expressdo de genes cry ocorrer na
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esporulacdo ou na fase vegetativa a proteina Cry é fruto do metabolismo secundério
(ARANTES et al., 2002), sendo liberadas somente no momento em que as células sdo
lisadas (MONNERAT & BRAVO, 2000).

O cristal proteico pode apresentar varios formatos, como, bipiramidal, cuboide,
romboide, ovoide, esférico ou ainda, sem forma definida (HABIB & ANDRADE,
1998). E o peso molecular das proteinas Cry pode variar entre 30 e 140 kDa, cujas
estruturas tem duas porgdes compostas por protoxinas: uma regido amino-terminal
variavel que estd associada a toxicidade da proteina e uma regido carboxi-terminal
conservada que se associa a formacao das inclusdes proteicas (BRAVO et al., 2007).

A estrutura tridimensional da proteina Cry (Figura 1) é formada por trés
dominios I, Il e Ill. A por¢do amino-terminal dominio I, € formada por cadeias
polipeptidicas compostas por sete a-hélice antiparalelas, sendo uma central e
hidrofobica (a5) e outras seis cadeias anfipaticas (al, a2, a3, o4, a6 e a7). Este dominio
é responsavel pela insercdo na membrana e formacdo do poro. O dominio Il da porgéo
amino-terminal é composto por trés folhas B-pregueadas e duas a-hélices curtas,
enquanto o dominio Il da porcdo carboxi-terminal apresenta estrutura tipo 3-sanduiche
que confere a especificidade de ligacdo aos receptores celulares bem como o dominio Il
e a estabilidade estrutural da proteina, protegendo-a de degradacao durante a proteolise
(DE MAAGD et al., 2001; ARANTES et al., 2002; BRAVO et al., 2007; ROH et al.,

2007)
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Figura 1 — Estrutura tridimensional da proteina CrylAa com os trés dominios (De
MAAGD et al., 2003).

As deltas-endoxinas sdo classificadas em varios grupos de proteinas Cry. Essa
classificacdo é baseada na identidade dos aminoacidos (CRICKMORE et al., 1998).
Atualmente sdo descritas mais de 743 proteinas Cry classificadas em 72 classes com
subdivisbes (Cryl a Cry72). As atualizacbes podem ser acompanhadas pelo site
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt.

A classificacdo apresenta quatro estagios hierarquicos em decorréncia do local
gue as sequéncias ocupam em uma arvore filogenética (CRICKMORE et al., 1998; DE
MAAGD et al., 2001). Na primeira etapa da classificagdo as sequéncias recebem um
namero e quando a similaridade genética é inferiora 45%, esse numero se difere (Cryl,
Cry2... Cry73). Na etapa seguinte, quando a similaridade é de até 78%, as seqliéncias
recebem uma letra maidscula (CrylA, Cryl1B, Cry1C...Cry1N) que representa a classe a
qual pertencem. Na terceira etapa, quando a similaridade é superior a 95%, as
sequéncias recebem uma letra mindscula (CrylAa, CrylAb, CrylAc...CrylAi) referente

a sua subclasse. Na ultima etapa sdo atribuidos numeros de identificacdo (CrylAal,


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt
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CrylAa2... CrylAa24) de acordo com a ordem em que essas sequéncias séo depositadas

no banco de dados.

2.1.5 Modo de acéo das proteinas Cry

Frequentemente, o0 gene cry presente em um isolado correlaciona a
especificidade da proteina Cry produzida. Mas a patogenicidade e a especificidade de
uma linhagem ¢é determinada pelos tipos de genes cry funcionais que elas possuem.

As andlises dos modos de acdo das proteinas Cry de B. thuringiensis visam
elucidar os mecanismos pelos quais estas exercem seu efeito entomopatogénico além de
mostrar a especificidade das diferentes toxinas (SCHNEPF ET al., 1998; FIUZA, 2004).

Sdo descritos dois modelos, baseados em dados experimentais, que explicam o
modo de acdo das toxinas, sendo as primeiras etapas desses dois modelos idénticas: O
inicio do processo se da pela solubilizacdo dos cristais em pH alcalino no intestino
médio dos insetos, liberando as protoxinas, essa etapa € determinante para a
especificidade do isolado a espécie alvo, tanto pela alcalinidade do sistema digestivo
quanto pela composicdo dos cristais de B. thuringiensis. As protoxinas sao ativadas
pelas enzimas digestivas, formando fragmentos toxicos. As toxinas reconhecem o0s
receptores especificos nas microvilosidades das células epiteliais do intestino médio dos
insetos suscetiveis as quais elas se ligam (FIUZA et al., 1996).

O modelo de a¢ao denominado “formagdo de poros” ¢ o mais antigo e parece ser
0 mais comum entre as diferentes ordens de insetos (Diptera, Lepidoptera e Coleoptera).
Segundo esse modelo, a ligacdo da toxina com receptores especificos levaria a formacéo
de oligdbmeros de toxinas, 0s quais se ligariam a receptores secundarios da membrana da
celula intestinal. Como resultado dessa ligagdo, ocorreria a inser¢do da toxina

oligomérica na membrana da célula epitelial intestinal, resultando em poros nesse
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epitélio (BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007; BRAVO & SOBERON, 2008).

Outro modelo, denominado “transducdo de sinal” foi estudado em apenas
poucos insetos-alvos. De acordo com esse modelo, a ligacdo da proteina Cry com
receptores especificos, induziria uma série de reacOes intracelulares, que envolvem a
proteina G e a adenilato ciclase, resultando no aumento da concentracdo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) intracelular e ativacdo da proteina quinase A. Todas essas
consequéncias provocariam um desequilibrio da pressdo interna celular, danificando-a
(BRAVO & SOBERON, 2008).

Assim, as proteinas Cry causam a morte das células epiteliais por inativacdo do
sistema de controle de gradiente de pH e citdlise osmotica. Estas proteinas provocam
alteracbes na permeabilidade das microvilosidades levando a lise celular e a
proliferacdo de bactérias na hemolinfa, ocasionando a morte por septicemia (BRAVO et
al., 2007).

Independente do modo de agdo ocorrerd morte das células do intestino médio do
inseto e, consequente, paralisia do aparelho digestivo do mesmo. Em alguns casos a
larva morre por inanicdo, provocada pela paralisia geral dos musculos, prejudicando a
respiracdo do inseto ou pela germinacdo dos esporos na luz do aparelho digestivo e
multiplicacdo das células vegetativas levando o inseto a morte por septicemia (BRAVO

etal., 2007; BRAVO & SOBERON, 2008).

2.1.6 Proteinas Vip

As proteinas Vip (proteinas inseticidas vegetativas) foram descritas por Estruch

et al., (1996) e assim foram chamadas por serem produzidas na fase vegetativa de

desenvolvimento de B. thuringiensis, compondo assim outra familia de proteinas com
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acdo inseticida produzidas por algumas isolados de Bt. Essas proteinas ndo apresentam
nenhuma semelhanca com as proteinas Cry (ESTRUCH et al., 1996), pois sdo
secretadas como proteinas sollveis durante a fase vegetativa de crescimento da bactéria,
fator este que dificulta sua aplicacdo no campo (ARORA et al., 2003), além de nédo
formarem cristais (ESTRUCH et al., 1996).

O espectro inseticida das proteinas Vip inclui insetos da ordem coleoptera (Vipl
e Vip2) e lepidoptera (Vip3), inclusive algumas espécies de insetos praga que sdo
insensiveis a acdo das proteinas Cry (ESTRUCH et al., 1996).

As proteinas codificadas pelos genes viplA(a) e vip2A(a) contém na regido N-
terminal um peptideo, sinal tipico de proteinas de secrecdo. Ambas possuem
similaridade de sequéncia com outras toxinas produzidas por outras espécies bacterianas
(DE MAAGD et al., 2003) e, provavelmente, um modo de acdo semelhante, baseado na
ligacdo a receptores especificos na membrana celular do intestino médio dos insetos
(YUetal., 1997; LOGUERCIO et al., 2001).

O gene vip3Aa codifica uma proteina ativa contra larvas de diversas especies de
lepidopteras. Esta proteina ndo apresenta similaridade de sequéncia com qualquer
proteina conhecida (ESTRUCH et al., 1996). Ndo contém uma sequéncia sinal tipica no
N-terminal, e ndo é processado durante a secrecdo (DE MAAGD et al., 2003).
Observacdes histopatoldgicas indicam que as células do epitélio do intestino médio dos
insetos suscetiveis sdo o principal alvo para a proteina inseticida Vip3A, causando
paralisia intestinal, lise completa das células e consequente morte das larvas. Assim, a
ruptura das células do intestino parece ser o principal mecanismo de letalidade das

proteinas Vip (YU et al., 1997).
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2.1.7 Proteinas Cyt

As proteinas Cyt sdo citotoxinas isoladas do B. thuringiensis subsp. israelensis,
assim como as Cry, sdo sintetizadas durante a fase de esporulagdo. Porém
diferentemente das Cry, essas toxinas sdo capazes de provocar a lise de uma ampla
gama de tipos de células in vitro (HOFTE & WHITELEY, 1989). As proteinas Cyt
podem ser encontradas também em menor quantidade em outras subespécies de B.
thuringiensis, tais como kyushuensis, jegathesan, medeliin, morrisoni, neoleoensis,
dentre outras (DELECLUSE et al., 1995).

Essas proteinas sdo formadas por apenas um dominio, composto por duas
cadeias externas em forma de o-hélice, e uma cadeia interna em forma de B-folha
pregueada. No interior do inseto, as proteinas Cyt sofrem quebras, onde suas por¢des C-
terminal e N-terminal sdo clivadas, liberando a toxina ativa. Ao contrario das proteinas
Cry, Cyt ndo se liga a receptores especificos da membrana celular, e sim, diretamente
aos lipidios da membrana. Ap6s sua ligacdo, as proteinas Cyt induzem a formacao de
poros ou agem desestruturando a bicamada lipidica das membranas (BRAVO; GILLB,;
SOBERON, 2007). S&o conhecidas 38 proteinas Cyt classificadas CytlA, CytlB,
Cyt1C, CytlD, Cyt2A, Cyt2B, Cyt2C e Cyt3 (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
CRICKMORE et al., 2015).

Delecluse et al., (1991) ao silenciarem o gene cytlA verificaram que a proteina
expressa por esse gene parece nao ser essencial para a atividade entomopatogénica de
linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis, uma vez que a interrupcdo do gene,
resultou em uma linhagem com atividade entomopatogénica similar a linhagem

selvagem.
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Outro estudo aponta que as proteinas Cyt agem de forma sinérgica com as
proteinas Cry, atuando como receptores adicionais destas, potencializando sua agdo
(OESTERGAARD et al., 2007). O mecanismo proposto € que as proteinas Cyt se ligam
a membrana do inseto deixando expostas regides que sdo reconhecidas pelas proteinas
Cry, facilitando a oligomerizacdo destas, e consequentemente a formagdo de poros

(PEREZ et al., 2005).

2.2 Isolado BR 37 de Bacillus thuringiensis

O isolado BR37 vem sendo estudado e tem apresentado potencial para o controle
de diversas pragas. Thuler et al., (2007) estudaram a toxicidade do isolado BR37 a
Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), nesse trabalho utilizou-
se uma suspensdo de 3X10® esporos/ml pulverizados sobre folhas de couve manteiga
(0,1 ml) e dessa forma obtiveram 100% de mortalidade das lagartas de 2° instar. Esses
mesmos autores também confirmaram através de PCR a presenca dos genes crylAb,
crylB, crylF nesse isolado.

Em bioensaios realizados com o isolado BR37 liofilizado diluidos em agua
(peso/volume) onde folhas de milho foram mergulhadas na suspens também foi
verificada a mortalidade de 100% de lagartas de S. frugiperda e S. eridania (SILVA,
2009). Esse potencial de toxidade também foi verificado para Chrysodeixis includens
(WALKER, 1857) e Chlosyne lacinia (Saundersii Doubleday & Hewitson, 1849)
provocando 97,5 e 93% de mortalidade, respectivamente (Dados néo publicados) *.

Em outro trabalho realizado com lagartas de 2° instar de lagartas do género

Spodoptera constatou-se que o isolado BR37 foi eficiente, causando 100% de

! SelecAo e caracterizagdo de estirpes de Bacillus thuringiensis para o controle de pragas
- Edital universal mct/cnpq 14/2008 (processo no 481460/2008-0).
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mortalidade em Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
Spodoptera eridania (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera cosmioides
(Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae). Nesse teste foi utilizado 150 pL da mistura de
esporos que foi aplicado sobre dieta artificial. Quanto a caracterizacdo génica, foi
confirmado a presenca de oitos genes cry, sendo eles, crylAa, crylAb, crylAd, crylC,

crylD, crylE, crylF e cry2 (SANTOS et al., 2009).

2.3 A Utilizacao de B. thuringiensis na Agricultura

2.3.1 Bioinseticidas e Plantas Geneticamente modificadas

A comercializacdo do primeiro produto a base de B. thuringiensis foi iniciada
em 1938 na Franca, com o nome de “Sporeine” (CAPALBO; VILAS-BOAS;
ARANTES, 2004). J4 na década de 60 foi isolada uma linhagem de Bt subsp. kurstaki,
denominada HD-1 (DULMAGE, 1970) que € 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 acao 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 producdo (50%) concentrada nos Estados
Unidos e Canadd (TAMEZ-GUERRA et al., 2001). Na America Latina, paises como
Cuba e México lideram a utilizacdo, especialmente, para o controle de pragas nas

culturas do algoddo, banana, batata, citros, hortalicas, fumo, milho e pastagens. No
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Brasil, esses produtos séo utilizados para combater cerca de 30 pragas de importancia
agricola, entretanto, sdo menos difundidos quando comparado a paises como Cuba
(POLANCZYK; ALVES, 2003).

O bioenseticida a base de B. thuringiensis com maior aplicagdo no mundo é o
Dipel®, a base de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1. Essa estirpe foi selecionada
para a producdo do bioinseticida porque apresentou toxicidade até 200 vezes superior as
cepas utilizadas em outros produtos. O Dipel® é eficiente para mais de 170 espécies de
lepiddpteros-praga, sendo pouco tdxico para insetos das ordens Coleoptera, Diptera e
Hymenoptera, e algumas espécies de acaros (DULMAGE, 1970; GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000).

Apesar de todos os beneficios conhecidos, os bioenseticidas ndo sdo
comercializados em volumes expressivos como 0s agroquimicos. Isso se deve a
diversos fatores como instabilidade de suas formulacg@es, fatores abiéticos como a luz
ultravioleta e temperatura elevada, auséncia de translocacdo nas plantas, dificuldade e
longos prazos para o registro dos produtos (NAVON, 2000; BETTIOL, 2011).

E preciso que haja um incremento na utilizacio dos bioinseticidas no Brasil, para
isso algumas atitudes deveriam ser tomadas, tais como: a divulgacdo desse material e
principalmente a mudanca cultural na agricultura praticada, além da implementacéo de
producdes regionais que pudessem reduzir o custo de producdo e o estabelecimento de
incentivos para implantacdo de programas de manejo integrado de insetos (ANGELO;
VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

Além disso, tem-se a opcdo do uso de plantas geneticamente modificadas que
expressam as proteinas inseticidas de B. thuringiensis, trata-se das culturas transgénicas,

consideradas uma das mais bem sucedidas conquistas da biotecnolégia (FERRE; VAN
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RIE; MACINTOSH, 2008; SENA; HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009),
devido aos resultados obtidos.

A transformacdo genética de plantas consiste na insercdo de uma ou mais
sequéncias no genoma do cultivar desejado, geralmente isolado de mais de uma espécie,
de forma a garantir a expressao génica de um ou mais genes de interesse (NODARI &
GUERRA, 2001).

As perspectivas em relagdo as plantas Bt surgiram em 1981 com a caracterizacdo
de um gene de B. thuringiensis codificador de uma proteina responsavel pela atividade
toxica a insetos, o qual foi clonado e expresso em Escherichia coli (SCHNEPF &
WHITELEY,1981). Assim, foi possivel introduzir os genes codificadores de proteinas
Cry nos genomas dos vegetais, permitindo a expressdo continua das proteinas em todos
0s tecidos da planta e atingindo apenas 0s insetos-praga que se alimentavam dos tecidos
(DE MAAGD; BOSCH; STIEKEMA, 1999).

Na década de 90 tornou-se possivel a utilizacdo comercial de plantas
geneticamente modificadas (PGM) resistentes a insetos as quais eram eficientes no
controle de pragas, e desde a sua primeira aplicacdo a transformacdo genética se tornou
uma ferramenta indispensavel na biologia molecular vegetal e na pesquisa de gendmica
funcional (USEPA, 1999). J& em 2006, 19% da area global de transgénicos (102
milhdes de hectares) era ocupada por culturas Bt (JAMES, 2006).

As PGMs resistentes a insetos podem proporcionar inimeras vantagens aos
agricultores a ao meio ambiente. Um exemplo disso é a China, que desde 1997 cultiva o
algoddo Bt. Nesse Pais foi verificada uma reducdo de 78 mil toneladas de inseticidas
utilizados em 2001, com o numero de aplica¢Bes passando de 20 para sete durante todo
o ciclo de cultivo (WU et al., 2005). Os beneficios associados a esse fato foram a

diminuicdo em até 75% nos casos de produtores rurais intoxicados por inseticidas e a
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reversao no quadro de resisténcia de insetos a lambda-cialotrina (piretroide) e
endosulfan (ciclodieno), o qual ja se encontrava previamente instalado e documentado
naquela regido (HOSSAIN et al., 2004; WU et al., 2005). Porém uma das principais
ameacas da ampla adogdo destas culturas é a evolucao da resisténcia dos insetos, como
uma resposta a forte pressdo de selecio que é imposta as populagdes de insetos (FERRE
& VAN RIE, 2002). E importante ressaltar que o tempo em que 0s transgénicos Bt
permanecem resistentes aos insetos € um importante aspecto avaliado e testado no
mercado (ALI et al., 2010).

Também, a manipulacdo de genes cry, vip e cyt oferece uma alternativa para
melhorar a eficacia e a persisténcia das proteinas no meio ambiente, eliminando certas
caracteristicas indesejaveis dos cristais tais como rapida degradacdo quando expostos a
radiacdo ultravioleta, instabilidade na agua e a baixa eficiéncia no controle de insetos

que se alimentam dos tecidos internos da planta (NAVON, 2000).

2.4 Sequenciamento gendmico de Bacillus thuringiensis

O sequenciamento de genomas microbianos, apoiado pelo enorme progresso e
investimentos em métodos moleculares, esta avancando em um ritmo acelerado, e é
visto como uma nova abordagem de estudo que possibilita, de maneira agil e com
menor custo, a obtencdo de informacGes importantes contidas no DNA de um
organismo (GALPERIN & KOONIN, 2010). Em decorréncia desses avangos em
técnicas de sequenciamento mais eficientes, 0os genomas de milhares de espécies se
encontram em bancos de dados e ferramentas como o BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) que permitem buscar e comparar sequéncias com as ja existentes nesses
bancos de dados (ALTSCHUL et al., 1990).

Um dos objetivos do sequenciamento é a identificacdo dos genes presentes no
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genoma. Uma vez identificados os nucleotideos desses genes, eles podem ser usados
para inferir as sequéncias de aminoacidos das proteinas. Desse modo, a proteina pode
ser sintetizada ou isolada e suas propriedades estudadas para determinar sua fungéo
(PIERCE, 2004).

Porém, ainda sdo poucos os estudos de sequenciamento genémico completo de
B. thuringiensis citados na literatura, o primeiro dado de sequenciamento completo do
genoma dessa bactéria data de 2004, com a linhagem Bacillus thuringiensis serovar
konkukian str. 97-27. Até o momento tem-se referéncia de 15 linhagens de B.
thuringiensis que foram completamente sequenciadas, 15 estdo em nivel de
cromossomo, duas em Scaffold e nove em Contig (NCBI, 2015).

Pesquisadores encontraram, em 2013, um plasmideo de B. thuringiensis
inteiramente novo, sendo também o maior relatado até 0 momento o BTB_502p. Esse
estudo foi realizado com a linhagem 407 — Cry onde foram observados, um
cromossomo de 5,5 Mb e nove plasmideos, nomeados BTB_2p , BTB_5p, BTB_6p,
BTB_7p, BTB_8p, BTB_9p, BTB_15p, BTB_78p, e BTB_502p; os plasmidios dessa
linhagem variaram em tamanho, que foi de 2.062 a 501.911 bp. Esse trabalho ira
auxiliar outros estudos, pois essa linhagem podera ser usada como modelo genético,
bem como contribuir para estudos de estrutura genémica e funcdo do B. thuringiensis
(SHEPPARD et al., 2013).

Peng et al., (2012) analisando a linhagem MC28 que produz cristais parasporais
esféricos durante a fase estacionaria do seu ciclo de crescimento e é altamente toxica
para insetos da ordem lepidopteros e dipteros (TAN, 2010 e TAN, 2009), encontraram
trés plasmideos contendo genes de cristais com agéo inseticida. No plasmideo pMC189
foram encontrados sete genes de cristais inseticidas: cry30Fal (MC28 EQ74),

cry53Abl  (MC28_E095), cry54Aal (MC28_E038), cry54Abl (MC28_E085),
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cry68Aal (MC28_E064), cytlDal (MC28 EO051 ) e cyt2Aa3 (MC28 E053). No
plasmideo pMC95 foram trés genes cry : cry4dCcl (MC28_C067), cry69Aal
(MC28_C001) e cry70Bal (MC28_C076). E no plasmideo pMC183 apenas um gene
cry, cry69Aa2 (MC28_D165). Em breve, o genoma MC28 ndo enriquecera somente o
banco de dados do genoma de Bacillus thuringiensis, mas também facilitara a
compreensdo da regulacdo dos genes toxicos e relacfes evolutivas entre 0s organismos
do grupo B. cereus (PENG et al., 2012).

Challacombe et al., (2012) concluiram através do sequenciamento completo do
genoma de Bacillus thuringiensis Al Hakam que este genoma ndo contém homologos
de genes cry, cyt e vip conhecidos. Porém, o genoma do B. thuringiensis Al Hakam
fornece novos dados de sequéncia que podem também ser usados para estudar as

relagOes evolutivas entre 0s organismos do grupo B. cereus.

2.5 Sequenciadores de Nova Geragéo

O sequenciamento de DNA e, mais recentemente, o surgimento do
sequenciamento de nova geragdo, tem aumentado significativamente o conhecimento
sobre a diversidade microbiana e sua funcdo em ecossistemas microbianos complexos
(KUCZYNSKI et al., 2011). Com a reducdo de tempo para gerar uma sequéncia de
DNA, vérias aplica¢Ges foram aprimoradas ou originalmente desenvolvidas, tais como o
sequenciamento de novos genomas, estudos metagendmicos, identificacdo de regides de
interacdo entre DNA-proteina (ChlP-seq), caracterizagdo do transcriptoma de genomas
inteiros (RNA-seq), descoberta de RNAs néo codificantes (nc-RNAs) e ainda o estudo
de amostras de DNA f6ssil (paleogenémica) (WHITELEY et al., 2012).

Novos equipamentos, denominados sequenciadores de nova geracdo (Next

Generation Sequencing - NGS) ou ainda sequenciadores macicamente paralelos, estdo
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revolucionando o campo do sequenciamento gendmico, pois permitem explorar e
responder questdes bioldgicas com uma velocidade e precisdo nunca antes atingida.
Cada uma das novas plataformas de sequenciamento apresenta sua propria metodologia
de sequenciamento, no entanto, uma caracteristica em comum entre todas as maquinas,
é a capacidade de gerar uma grande quantidade de dados em um periodo muito curto
(POP & SALZBERG, 2008).

Em 2004, a plataforma de sequenciamento 454 (Roche, Connecticut, Estados
Unidos da América) foi o primeiro sequenciador de nova geracdo introduzido no
mercado. O principio do pirosequenciamento é aplicado, onde uma cascata de reagdes
enzimaticas iniciadas pela liberacdo de um pirofosfato durante reacdo de incorporagdo
de um nucleotideo na cadeia nascente pela DNA polimerase gera ao final do processo
um sinal de luz que é capturado por uma camera que faz parte do sequenciador. Dois
anos apos (2006), a plataforma de sequenciamento Illumina (lllumina, San Diego,
Estados Unidos da América) foi lancada no mercado com a capacidade de gerar
simultaneamente milhdes de leituras curtas de DNA, 0 que permite 0 sequenciamento
de um bilh&o de bases nucleotidicas em uma Unica corrida (POP & SALZBERG, 2008).

Recentemente, foi lancada a primeira plataforma de sequenciamento que realiza
a deteccdo de bases sem se apoiar em emissfes de luz geradas durante o processo de
identificagdo de bases. A detecgdo “ndo Optica” das sequéncias de DNA ¢ realizada pela
plataforma lon Torrent PGM (Personal Genome Machine) (Life Technologies, Sao

Francisco, Estados Unidos da América) (ROTHBERG et al., 2011).

2.6 Plataforma lon Torrent PGM (Personal Genome Machine)

O sequenciamento nesta nova plataforma ocorre de maneira ciclica, sendo

baseado na alteracdo de pH da solugdo onde ocorre a reacdo de sequenciamento. Para
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isso, Rothberg et al. (2011) criaram o primeiro dispositivo comercialmente disponivel -
um chip de silica semicondutor - capaz de traduzir sinais quimicos em informacao
digital. Como resultado, é possivel realizar um sequenciamento de produtos de PCR
(amplicons) sem a utilizacdo de luz e, consequentemente, mais rapido, mais escalavel e
de menor custo.

O sequenciador é o prdprio chip que possui milhares de po¢os nanoscopicos e
pode gerar 10 Mb (Ion 314™ Chip), 100 Mb (Ion 316™ Chip) ou 1Gb (Ion 318™
Chip) de sequéncias (Figura 2). Além disso, o dispositivo € composto principalmente
por leitores e sensores eletrénicos, um microprocessador para processamento do sinal e
um sistema de fluidos para controlar o fluxo de reagentes sobre o chip (ROTHBERG et

al., 2011).

- -y
PRANMNIIG

Figura 2. Ton 314™ Chip. A forma eliptica cinzenta no centro contém 1.4 milhdes de
micropogos nanoscopicos (& direita) que registram a reacao de sequenciamento.
Fonte: Rothberg et al., 2011

O primeiro passo do fluxo de trabalho ¢ a criacdo de uma biblioteca genémica a
partir da fragmentacdo dos amplicons (via sonicacéo) e ligacdo de adaptadores lon
Torrent em suas pontas. Em seguida, esse pool de fragmentos de cada amostra da
biblioteca € clonalmente amplificado em lon Spheres (esferas de material sintético ou

beads). As beads que contém as amostras de DNA molde acopladas sdo entdo
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enriquecidas e oligonucleotideos iniciadores e a DNA polimerase sdo ligados a elas.
Apos a etapa de PCR em emulsdo, é realizada a adi¢do dos reagentes para a reacdo de
sequenciamento paralelo massivo e as beads com seu fragmento amplificado s&o
depositadas no chip por uma etapa de centrifugagdo. Cada micropogo possui a dimenséo
suficiente para que apenas uma bead possa ser nele depositado (ROTHBERG et al.,
2011).

A quimica do sequenciamento em si é notavelmente simples. Naturalmente, um
proton é liberado (proveniente da hidrolise do trifosfato) quando um nucleotideo é
incorporado pela DNA polimerase na cadeia nascente de DNA, resultando em uma
alteracéo do pH da solucdo (Figura 3).

No sequenciamento de ion os quatro nucleotideos preenchem o chip
sucessivamente, um apds o outro. Quando um nucleotideo do fluxo é complementar a
sequéncia da fita de DNA em um micropoco particular, este é incorporado na cadeia
nascente pela polimerase que foi previamente ligada. Tal incorporagdo resulta na
hidrélise do trifosfato desse nucleotideo, provocando a liberacdo de um Unico préton
para cada nucleotideo ligado durante o fluxo. Esta liberacdo produz uma mudanca no
pH da solucdo proporcional ao nimero de nucleotideos incorporados (0.02 unidades de
pH por cada incorporacdo de base). A alteracdo é detectada pelo sensor de ion
localizado abaixo de cada micropoco e convertida em uma voltagem. Se existem duas
bases idénticas complementares a fita de DNA, a voltagem é dobrada e o chip
reconhece as duas bases idénticas. Se o proximo nucleotideo preenchido ao chip néo for
compativel, ndo havera mudanca na voltagem e nenhuma base sera reconhecida. Devido
a esta caracteristica de deteccdo direta e conexdo da informacdo quimica para a digital,
sem necessidade de cameras ou luz, cada incorporacdo de nucleotideo é medida em

segundos, 0 que permite corridas com um periodo muito mais curto (aproximadamente
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2 horas) (ROTHBERG et al., 2011).

Uma vez gerados os dados no sequenciador, estes sdo automaticamente
transferidos para o Servidor Torrent onde programas especificos sdo capazes de
transformar os sinais quimicos em sequéncias de bases com geracdo das sequéncias

individuais (reads).
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Figura 3. Sequenciamento no lon Chip: oligonucleotideos iniciadores e a DNA
polimerase sdo ligados as microesferas e estas sdo depositadas no chip (uma em cada
micropogo); todos os quatro nucleotideos preenchem o chip ciclicamente. No
processamento de sinais, o software converte os dados em medidas de incorporagdo em
cada micropoco para cada nucleotideo sucessivo do fluxo. Apds as bases determinadas,
cada leitura é passada através de um filtro para exclusdo das leituras com baixa

precisdo. Fonte: adaptado de Rothberg et al., 2011.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Identificar e sequenciar genes cry, cyt e vip de B. thuringiensis BR37;

3.1.2 Objetivos especificos

o Identificar a presenca de alguns grupos de genes cry e cyt por meio de PCR;
e Sequenciar o genoma do isolado BR37 da bactéria B. thuringiensis;
e Realizar a leitura do genoma a partir das sequéncias obtidas;

e ldentificar e caracterizar genes cry, vip e cyt presentes neste isolado;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bactéria

O isolado BR37 de B. thuringiensis, utilizado neste estudo, foi obtido de
amostras de solo de Londrina — Parana (23°18 S latitude) e encontra-se armazenado no
Banco de Bactérias do Laboratério de Genética e Taxonomia de Micro-organismos da
Universidade Estadual de Londrina. Esse isolado demonstrou, em estudos anteriores,
toxicidade a diversos insetos, incluindo S. frugiperda e S. eridania, A. gemmatalis, C.
includens e C. lasinia provocando mortalidade de (96, 96, 100, 97,5 e 93%

respectivamente) (Dados ndo publicados).

4.1.2 Extracdo de DNA do isolado BR37 e condicdes de PCR

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

PCR.
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A presenca dos genes cryl, cry2, cry3, crydA e cry4B, crylO, cryll e cytl foi
analisada por PCR utilizando iniciadores especificos descritos (Tabela 1). As reacdes de
amplificagdo foram conduzidas com um volume total de reacdo de 25 pL, contendo 1
U de Taq Dna polimerase (Invitrogen), 2,5 puL de tampao 10X (200 mM Tris-HCI pH
8,0, 500 mM de KCI), 2,5 mM de MgCl,, 0,25 mM de dNTP, 0,5 uM de cada
iniciador, 2,0 uL. do DNA extraido e agua Milli-Q. A amplificacdo ocorreu segundo
método descrito pelos autores de cada par de primers.

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose a
1,2% em tampédo TBE (89 mM Tris Borato, 2 mM EDTA, pH 8,0) corados com Syber
Safe (Invitrogen, Inglaterra) usando marcador de 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen,
Inglaterra). Os produtos resultantes da amplificagdo com os iniciadores da Tabela 1
foram purificados utilizando-se Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek) e quantificados por

ScanDrop (Analytik Jena).
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Tabela 1: Genes, iniciadores gerais e especificos de B. thuringiensis, tamanho esperado do fragmento amplificado por PCR, sequéncia de
nucleotideos, condi¢cdes de amplificacdo e fontes.

Genes Iniciadores Produto (pb) Sequéncia Ciclos Desnaturacdo 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 60s, 72°C [2]
cry2gralR 5" GGAAAAGAGAATATAAAAATGGCCAG
cry3  cjll20-21D 652-733 5 TTAACCGTTTTCGCAGAGA 30 60 s, 94°C 60 s, 50°C 60's, 72°C [3]
cjll120-21R 5" TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG
crydA  cry4Aspe* 459 5" TCAAAGATCATTTTCAAAATTACA 30 455, 94°C 60 s, 50°C 60's, 72°C [4]
5 CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT
cry4B  cry4BspeD 321 5 CGTTTTCAAGACCTAATAATATAATACC 30 60 s, 94°C 60 s, 50°C 60 s, 72°C [4]
cry4BspeR 5" CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT
cryl0 cryl0speD 348 5’ TCAATGCTCCATCCAATG 30 60 s, 94°C 60s, 51°C 60s, 72°C [4]
cryl0speR 5 CTTGTATAGGCCTTCCTCCG
cryll  cryligralD 342-352 5 CGCTTACAGGATGGATAGG 30 455, 94°C 455, 50°C 60's, 72°C [4]
cryligralR 5" GCTGAAACGGCACGAATATAAATA
cytl  cytlgralD 480 5"CCTCAATCAACAGCAAGGGTTATT 30 45's, 94°C 60 s, 52°C 60s, 72°C [4]
cytlgralR 5"TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT

Todas as reacOes 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 et

al.,

2009.

[3] Céron et al., 1995.

Ibarra

et

al., 2003.
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4.1.3 Caracterizacdo de Proteinas Cry Através de SDS-PAGE

As proteinas presentes nos cristais do isolado foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante, contendo dodecil sulfato de sodio (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 esporulacdo. 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 por 20 min. Os sobrenadantes, resultantes da centrifugacéo,
foram descartados e os sedimentos lavados com 1,5 mL de NaCl 0,5 M por 20 minutos.
Apbs o descarte do NaCl 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 1mM e centrifugados a 12.000 x g por 20 min.
Descartou-se 0 PMSF 1mM e os sedimentos foram ressuspendidos em 500 puL de PMSF
1 mM e armazenados a -20 °C.

As preparacdes de esporos-cristais das linhagens foram analisadas por SDS-
PAGE, conforme procedimento descrito por Laemmli (1970). Foram utilizados 15 pL
das preparagdes de esporos-cristais solubilizados para a realizagdo da eletroforese em
tampdo 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 analise dos resultados. As distancias
percorridas pelo marcador foram medidas e através dos respectivos pesos moleculares
foi realizada a regressao linear através de grafico montado usadando o programa Excel

versdao 2007 (Microsoft Office Package). Assim, foram calculados os pesos moleculares
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das proteinas produzidas pelas diversas linhagens do estudo.

4.1.4 Caracterizacdo Morfologica

A caracterizacdo morfoldgica do isolado foi realizada por microscopia eletronica
de varredura. Para isso, o material liofilizado do isolado utilizado foi depositado
diretamente sobre suportes metalicos stubs, cobertos com ouro por 180 segundos, com
corrente de 40 mA, sob vacuo (10-1 mbar), em um metalizador BAL-TEC modelo SCD
— 050 Sputter Coater e analisado em microscopio eletrénico de varredura Philips
QUANTA 200 (FEI) em alto vacuo sob tensdo de 20 kV, com distancia de trabalho de

10.2 mm.

4.1.5 Sequenciamento do isolado BR37 de Bacillus thuringiensis

A extracdo do DNA genémico total utilizado para o sequenciamento foi
realizado no Laboratério de Genética e Taxonomia de Micro-organismos da
Universidade Estadual de Londrina utilizando-se o kit pelo Dneasy Blood & Tissue Kit
segundo instrucdes do fabricante e a quantificacdo da amostra de DNA foi realizada em
NANODROP 2000.

O sequenciamento do genoma do isolado BR37 foi realizado no Laboratério
Multiusuério da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo através da
plataforma lon Torrent (Life Technologies) com um lon Chip 316 (Life Technologies).

As sequéncias obtidas em formato FAST-Q foram analisadas no Laboratério de
Bioinformatica da Universidade Estadual de Londrina — CCB. Inicialmente foi realizado
0 processamento de qualidade do arquivo bruto, filtrando as leituras de baixa qualidade
baseando-se no comprimento e nimero de bases ambiguas. Esse processamento de

qualidade foi realizado por meio do programa PRINSEQ (Schmieder; Edwards, 2011).
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Posteriormente, através da utilizacdo de sequéncias dos genes cry e vip de
referéncia depositadas no banco de dados GeneBank, NCBI (Centro Nacional para
Informacédo Biotecnoldgica dos EUA - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank realizou-
se 0 mapeamento a partir dos reads obtidos no sequenciamento dos possiveis genes cry
e vip 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 ranques de classificacdo
(CRICKMORE et al., 2015) e alinhamento local destas sequéncias.

A visualizacdo da cobertura do gene de referéncia com os reads mapeados a
partir dos dados gendmicos do isolado BR37 foi realizada pelo o software ARTEMIS
(RUTHERFORD et al., 2000). As sequéncias consenso foram obtidas para 0s genes cry
que apresentaram cobertura completa, ou seja, com toda a extensdo do gene de
referéncia coberta pelos reads.

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 relacdo aos genes cry.

Posteriormente, as sequéncias consenso e as sequéncias com cobertura e
identidade superiores a 80 e 95%, respectivamente, verificadas pelo BLAST foram
alinhadas por meio do software MEGA v. 5.10 (TAMURA, 2011) a fim de obter os

ranques para a classificacao precisa dos genes cry presentes no isolado.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o isolado BR37, foi utilizado o DNA total como molde e a quantificacéo da
concentracdo de DNA em nanogramas foi determinada por ScanDrop. Os genes cryl e
cry2 foram confirmados por PCR através da obtencdo de amplicons com tamanhos
esperados para esses genes (Figura 4). E importante ressaltar que esses genes codificam
para proteinas Cry com atividade toxica a insetos da ordem Lepidoptera (VILAS-BOAS

& LEMOS, 2004, RICIETO et al., 2013).

Marcador

e
: 3
e

Figura 4. Amplificacdo do fragmento inicial dos genes cryl e cry2. Reagdes de
amplificacdo por PCR com tamanhos esperados de 500 pb. Gel de agarose 1,2.

Marcador de peso molecular 100 pb Ladder (Invitrogen). Fonte: O proprio autor.

A identificacdo dos genes contidos em um isolado de B. thuringiensis, por meio
da técnica de PCR, utilizada em diversos estudos (SANTOS et al., 2009; MONNERAT

et al., 2009), pode ser empregada para predizer seu potencial de biocontrole, bem como
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sua especificidade (WANG et al., 2003). Porém, é necessario incentivar a busca por
novos genes, cujas diferencas ndo tenham sido detectadas somente atraveés do tamanho
de fragmento da amplificagdo, mas que possam ser detectadas pelo sequenciamento.
Pois dessa maneira, a identificacdo se tornara mais rapida e eficiente, 0 que podera
acelerar a descoberta de novos genes e, consequentemente, um aumento nos programas
de controle bioldgico a base de B. thuringiensis, pois a sequéncia do genoma tambem
fornece uma base mais solida para o melhoramento genético e estudos de regulacdo dos
genes toxicos.

O perfil proteico das solucdes de esporos e cristais utilizados nos bioensaios foi
determinado por SDS-PAGE e o isolado apresentou massas moleculares
correspondentes aos perfis esperados sendo elas de 130 e 65 kDa valores que séo

caracteristicos das proteinas Cryl e Cry2, respectivamente (Figura 5.)

v
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Figura 5. Gel de SDS-PAGE 10% de suspenséo de esporos e cristais da linhagem de B.
thuringiensis. M: marcador; 1 — BR37. Fonte: o proprio autor.
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J& com a utilizagdo do microscopio eletronico de varredura foi possivel
confirmar a presenca de cristais bipiramidais e esféricos (figura 6).

A andlise da morfologia dos cristais € importante porque pode fornecer
informacdes sobre atividade inseticida do isolado (SAADOUN et al., 2001). Sendo que
os cristais bipiramidais podem estar relacionados a presenca de proteinas do tipo Cryl,
eficazes contra insetos das ordens Lepidoptera e Coleoptera, enquanto que, 0s cristais
cubdides sdo associados as proteinas Cry2, efetivos contra lepiddpteros e dipteros
(SILVA et al., 2004). E os cristais esféricos, que normalmente identificam isolados

toxicos a dipteros (MELATT]I, 2008; ROH et al., 2007).

9/1/2011 WD Mag | VacMode HV Sig
8:08:23 PM 10.3 mm 12000x High vacuum 20.0 kV|SE

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura de B. thuringiensis
BR37 CB-cristal bipiramidal e CE-Cristal esférico. Fonte: o préprio
autor.
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A andlise do DNA total do isolado BR37, foi realizada na plataforma lon
Torrent e gerou um arquivo bruto com 2.033.147 reads com tamanho médio de 310 pb
por read. ApGs 0 processamento, com a retirada de sequéncias curtas e de baixa
qualidade, foi obtido 2.007.864 reads com tamanho superior a 40 nucleotideos e
qualidade superior a 20 em cada base. Com os reads gerados, foi possivel cobrir em
torno de 35 vezes o genoma total desta bactéria, oferecendo seguranca nas anélises.
Outros autores encontraram resultados semelhantes ao sequenciar isolados de B.
thuringiensis. Doggett et al., (2013), ao estudar o isolado de B. thuringiensis subsp.
israelensis HD-789, obteve 49.827.921 que forneceu a cobertura em 26,9 vezes o
genoma total da linhagem e He et al., (2010), obteve 448.963 reads provendo 32 vezes a
cobertura do genoma do isolado BMB-171.

Essa técnica de sequenciamento permite identificar todo o contetdo de genes cry
responsaveis pela toxicidade a diversas pragas, inclusive genes cry que até entdo ndo
foram descritos, tanto em cromossomos como em plasmidios, 0 que ndo seria possivel
por meio de outras técnicas, como PCR. O contetdo genémico dessa bactéria vem
sendo estudado desde a década de 70 por diversos grupos de pesquisa visando
principalmente a busca por novos genes cry. Varias proteinas Cry com funges distintas
ja foram descritas e os seus respectivos genes clonados (CRICKMORE, 2015).

O sequenciamento completo do BR37 permitiu o conhecimento de todos os
genes cry pertencentes a esse isolado, confirmando a presenca dos genes ja identificados
por PCR e permitindo acrescentar um gene vip3C. Além disso, para todos 0s genes
localizados por PCR, foi possivel obter a precisa classificacdo comparando a sequéncia
consenso com as sequéncias dos genes cry depositadas no banco de dados do NCBI
analisando os resultados no software MEGA 5.1. foi possivel a identificacdo dos

seguintes genes: crylAal6, crylAbl5, crylAdl, crylCa9, crylDa3 crylEbl e crylFal,
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cry2Aal3 e vip3Ca2 (Tabela 2) que exibiram alta cobertura e identidade com as
sequéncias de genes cry depositadas no banco de dados do NCBI. Nenhum gene cyt foi
detectado no BR37.

O gene crylAal6 apresentou 100% de similaridade e 99% de cobertura com a
sequéncia depositada no NCBI. Alguns sitios de mutacdo foram observados, sendo eles
nas posi¢des 596, 776 e 1415 (Citosina (C) para Timina (T), Guanina (G) para Adenina
(A) e Adenina para Guanina, respectivamente).

O gene crylAbl5 obteve 99% de similaridade e cobertura com a sequéncia
depositada por Li et al., (2001). Foram verificados dois pontos de mutacdo, sendo eles
nos sitios 3453 e 3255 (T-C e A-G).

Ja no gene crylAd1 foi possivel observar quatro pontos de mutacdo nas posi¢ées
3341, 3353, 3361 e 3408 (T-C, C-T, C-A e A-G, respectivamente).

A sequéncia do gene crylCa9 obteve 99% de similaridade e cobertura com a
sequéncia de Kao et al., (2003) depositados no NCBI. Mas também foram observados
pontos de mutagé@o nas posi¢es 3006 (T-G), na posicdo 3024 (G-A) e na posicao 2789
(T-C).

No gene crylEDb1 foi verificado apenas um ponto de mutacéo na posicao 459 (C-
A). As mutacdes encontradas podem sugerir que esses sejam novos genes cry. Porém
isto sera posteriormente investigado para que essa informacdo possa ser concluida. Ja
para os genes crylDa3 e crylFal as sequéncias foram 100% similares.

Além da alta porcentagem de cobertura e similaridade, acima de 99%, é
importante ressaltar que todos os alinhamentos obtiveram e-value igual a zero, o que
indica qualidade estatistica no alinhamento. N&o sendo este obtido ao acaso
(AMARAL; REIS; SILVA, 2007).

Foi observado que o gene cryl apresentou maior abundancia em relacdo aos
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outros genes identificados. Em um trabalho feito na Coréia com 58 isolados de Bt
mostrou que a frequéncia do gene crylC foi predominante cerca de 60%, seguido pelo
gene crylAb (45%) e o gene cry2A (34%) (KIM et al., 1998). Da mesma forma CHAK
et al., (1994) analisaram 225 isolados provenientes de ecossitemas de Taiwan, e desses,
cerca de 98,2% continham os genes cry1.

Outros trabalhos mostram ainda a importancia do sinergismo entre as proteinas.
VISSER et al., (1990), observaram que a interacédo entre crylC e crylE proporciona
alta toxicidade a Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae). J& Aranda et
al., (1996) e Bravo et al., (1998) enfatizam a eficiéncia de cryl1C e crylD no controle de
S. frugiperda relataram que o gene crylF possui uma atividade inseticida significativa
contra Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae), S. exigua e
Ostrinia nubilalis (Hubner, 1796) (Lepidoptera: Crambidae). Esses dados reforcam a
ideia de que isolados com mais genes cry possam obter melhores resultados no controle
de diversas pragas.

A andlise do conjunto total de sequéncia do genoma do isolado BR37 permitiu
classificar também o gene cry2Aal3 que obteve 100% de similaridade e cobertura com
a sequéncia de Arango et al., (2008) depositada no NCBI. Nenhum ponto de mutacéo
foi observado nesse gene.

O gene cry2A e formado por cinco subgrupos: cry2Aa, cry2Ab, cry2Ac, cry2Ad
e cry2Ae (BAUM et al., 2003, DONOVAN et al., 1989; WIDNER & WHITELEY,
1989; WU et al., 1991; CHOI et al., 1999). As proteinas expressas por esses genes
possuem atividade tdxica para insetos da ordem Lepidoptera e Diptera (SASAKI et al.,
1997).

Outro gene observado no isolado foi o vip3Cal3 que apresentou 99% de

similaridade e cobertura com a sequéncia depositada no banco de dados NCBI. Porém
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foram observados trés pontos de mutacdo nas posigdes 2, 3 e 4 (A-T, A-G e C-A
respectivamente).

As alteracdes de nucleotideos evidenciam a presenca de novos alelos da classe
Vip3 (CRICKMORE et al., 1998). Essas alteracbes podem causar efeito significativo
sobre a atividade inseticida das toxinas, como foi observado por Shen et al., (2009).
Estes autores relataram que as poucas substituicbes de aminoécidos nas proteinas
Vip3Aa26 e Vip3Aa27 acarretaram diferentes atividades inseticidas. A proteina
Vip3Aa27 apresentou potencial inseticida contra as espécies Trichoplusia ni (Hubner,
1803) (Lepidoptera: Noctuidea), S. exigua e Helicoverpa armigera (Hubner, 1805)
(Lepidoptera: Noctuidea); a Vip3Aa26 somente apresentou atividade contra as lagartas
da espécie T. ni, o que indica que proteinas de mesma subclasse podem mostrar
diferengas nos mecanismos de agéo.

Ja em relacdo a acdo das proteinas Vip3 essas tém sido pesquisadas e
demonstram iniciar sua atividade no epitélio intestinal do inseto assim como as
proteinas Cry, no entanto, devido a sua forma sollvel, as proteinas Vips se ligam mais
rapidamente aos receptores de membrana das células epiteliais do intestino do inseto
susceptivel e comeca uma progressiva degeneracdo da camada epitélial (YU et al.,
1997; SAUKA et al., 2006; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009; COSTA et al.,
2010).

Além disso, a resisténcia a algumas toxinas Cry de Bt tem sido observada em
certas populacbes de insetos. Esses tem habilidade de desenvolver resisténcia as
proteinas expressas em plantas cultivadas, gracas a adaptacao as condicdes adversas. A
implantacdo extensiva e continuada de lavouras que expressam genes cry, proporciona o
aumento desse risco, pois, como a proteina é produzida ao longo do ciclo vegetativo da

planta, os insetos sdo expostos a elas por mais de uma geracdo. Essa pressdo de selecédo
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favorece o aumento da frequéncia de alelos de resisténcia, podendo conduzir a niveis
altos de tolerancia em um curto espaco de tempo (GOULD, 1998). Esses fatores tornam
importante a busca de novas classes de proteinas inseticidas para programas de manejo
da resisténcia (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009).

Esses dados enfatizam ainda a importancia para a busca de proteinas Vip para o
controle de insetos pragas. Na literatura, as proteinas Vips sdo citadas causando
mortalidade em diversas pragas da ordem lepidoptera: Chalcites Chrysodeixis (Esper,
1789) (Lepidoptera: Noctuidea), Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera:
Noctuidae), Mamestra brassicae (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Noctuidea)
Trichoplusia ni (Hibner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidea) e Spodoptera littoralis
(Boisduval, 1833) (Lepdoptera: Noctuidea) (PALMA et al., 2012).

Outros trabalhos também elucidam a maior toxicidade das proteinas Vip para
algumas pragas quando comparadas com as proteinas Cry. Um estudo realizado com S.
frugiperda analisou a toxicidade e interacdo de ligacdo das proteinas CrylAb e CrylFa
e Vip3Aa, Vip3Af nas vesiculas de membrana do epitélio intestinal (BBMVSs). Nos
ensaios de toxicidade, os autores constataram que as proteinas Vip3 foram mais efetivas
no controle das lagartas do que as proteinas Cryl (SENA et al., 2009). Resultados estes
que corroboram com os encontrados por Figueiredo et al., (2013) onde A pro-toxina
Vip3Aa50 apresentou alta toxicidade para as lagartas de S. frugiperda e A. gemmatalis.
A avaliacdo dos valores de CLsy e CLgo verificou que as lagartas de A. gemmatalis
foram mais suscetiveis que as de S. frugiperda. A atividade inseticida da proteina
Vip3Aa50, dada pela CLs, foi cerca de quatro vezes maior contra A. gemmatalis. Para
CLgo, a diferenca foi ainda mais pronunciada, com eficacia nove vezes maior para 0

controle de A. gemmatalis.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
http://pt.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCbner
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H& uma grande quantidade de proteinas Cry e Vip j& descritas na literatura,
porém os resultados apresentados também incitam a busca por novas toxinas através da
Metagendmica aliada a Bioinformatica. Esta busca por novas toxinas pode possibilitar
uma maior eficacia para o controle de insetos, visando também novas alternativas para
reduzir os problemas relacionados a resisténcia (VILAS-BOAS; LEMOS, 2004).

A elevada atividade inseticida que o isolado BR37 obteve em estudos anteriores
(SANTOS et al., 2008; SILVA, 2009; Dados ndo plubicados), torna este isolado um
excelente candidato a fonte de genes cryl e cry2 e vip3C, para emprego em plantas
transgénicas piramidizadas e também formulagdes de bioinseticidas. Estudos referentes
a composicdo, a funcdo e ao efeito toxico das proteinas Vip3 podem contribuir para
aumentar a eficdcia do controle de pragas e retardar a selecdo de resisténcia a toxinas de

B.thuringiensis (FIGUEIREDO et al., 2013).



Tabela 2. Genes cry
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vip.  Sequéncias
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/486).
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com o banco

de
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dados do NCBI

Sequéncia pesquisada Posicéo dos NUmero de acesso Autores e ano Gene encontrado
nucleotideos NCBI

AAGCTAAGCTATTTG 2018 — 2033 JF9164621 Hernandez et al, 2012 vip3Ca2

CGTGTAGGGATGGA 2438 — 2451 HQ439776 Liuetal, 2010 crylAal6
TCCTTGTCGCTAACGC 111-128 AF358861 Liu et al, 2001 crylAbl5
AGACGAACTGAAATT 1157 -1171 M73250 Feitelson et al, 1993 crylAdl
CAGTTGGTCAACTAA 770 —784 AAL79362 Kao et al, 2003 crylCa9
TACTCTTGCGTCTGGT 1407 — 1418 CP010090 Zhu et al, 2014 crylDa3
GGACTTCTTAAATAAT 890 — 905 M73253 Feitelson et al, 1993 crylEbl
TTTATACAAGTTCAGT 791 - 805 M63897 Chambers et al, 1991 crylFal
AAAGTGCGTTTAAAGG 681 — 697 ABLO01536 Arango et al, 2008 cry2Aal3



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/142757?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C1VY1EKV016
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CONCLUSOES

O sequenciamento do isolado BR37 se mostrou eficiente ja que permitiu a
completa identificacdo de oito genes cry além de um gene vip3Ca2.

Foi possivel a obtencdo da sequéncia completa dos genes, permitindo a
verificacdo de polimorfismos ndo observavel pela técnica de PCR.

O isolado BR37 apresenta potencial para ser utilizado como fonte de genes no
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas com expressdo de proteinas

toxicas para o controle de pragas da ordem Lepidoptera.
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