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IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DE GENES cry3, vip1, vip2 E

vip1/vip2 EM ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis E TOXICIDADE EM

LARVAS DE Anthonomus grandis (BOHEMAN, 1883) (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE)

RESUMO - O controle biologico utilizando microrganismos vem sendo
estudado como uma alternativa ao uso de agroquimicos. Estes pesticidas poluem
o ambiente, além de serem tdxicos a diversas espécies vegetais e animais. Diante
disso, a bactéria Bacillus thuringiensis € um importante entomopatdégeno que vem
sendo utilizado na agricultura pelo fato de secretar proteinas que sio toxicas a
insetos pertencentes a diversas ordens. Dentre os diversos genes de B.
thuringiensis que codificam proteinas toxicas, as classes vip1, vip2 e cry3
destacam-se como alternativa para o controle de insetos-praga da ordem
Coleoptera. O presente trabalho objetivou a identificagdo e caracterizagcéo
molecular, por meio da técnica de PCR-RFLP, dos genes cry3, vip1, vip2 e
vip1/vip2 em uma colecao de B. thuringiensis, quanto a possiveis polimorfismos
existentes, procurando relaciona-los a toxicidade em larvas de Anthonomus
grandis. Da analise de 1078 isolados de B. thuringiensis, foram encontrados 151
isolados positivos para os genes em estudo e 14 perfis polimorficos, indicando a
presenca de subclasses destes genes. Os resultados obtidos nos ensaios de
toxicidade indicam que os polimorfismos génicos podem apresentar interferéncia
na toxicidade das proteinas, sendo que a toxina Cry3 apresentou uma maior
efetividade na mortalidade em larvas de A. grandis. Os resultados também
evidenciaram que a PCR-RFLP mostrou-se apropriada para a deteccéo da
variabilidade genética em B. thuringiensis, permitindo a identificacdo de

haplétipos.

Palavras-chave: PCR-RFLP, proteinas inseticidas, bicudo do algodoeiro
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF cry3, vip1, vip2 AND
vip1/vip2 GENES IN Bacillus thuringiensis ISOLATES AND TOXICITY IN
Anthonomus grandis (BOHEMAN, 1883) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)
LARVAE

SUMMARY - Biological control using microorganisms is being studied as an
alternative to the use of agrochemicals. These pesticides pollute the environment,
being toxic to many species of plants and animals. For these reasons, the
bacterium Bacillus thuringiensis is an important entomopathogen that has been
used in agriculture, once it produces proteins that are toxic to many target insect
orders. Among several genes from B. thuringiensis that encode toxic proteins there
are vip1, vip2 and cry3 classes that stand as an alternative for controlling insect
pests belonging the Coleoptera order. The objective of this work was to identify
and characterize molecularly, through PCR-RFLP, the genes cry3, vip1, vip2 and
vip1/vip2 in a collection of B. thuringiensis, for possible polymorphisms exist, trying
to relate them to the toxicity in Anthonomus grandis larvae. Analysis of 1078
isolates of B. thuringiensis, were found 151 positive isolates for the genes under
study and 10 polymorphic profiles, which indicate the presence of subclasses of
the genes. These results obtained in tests toxicity indicate that polymorphisms
gene may have interference with the toxicity of the protein, and the toxin Cry3
showed a greater effectiveness in mortality in A. grandis larvae. These results also
showed that the PCR-RFLP proved to be suitable for the detection of genetic

variability in B. thuringiensis, allowing the identification of haplotypes.

Keywords: PCR-RFLP, insecticidal proteins, boll weevil



1. INTRODUCAO

O crescimento acelerado da populacdo mundial e consequentemente o
aumento na demanda por alimentos vém impulsionando o incremento da
agricultura para atender as necessidades agricolas, por meio do aumento da
producao e especialmente da produtividade. Entretanto, uma das dificuldades que
a agricultura enfrenta e que contribui para a diminuigdo da sua produtividade é o
ataque de insetos fitéfagos. InUmeras espécies de insetos causam algum tipo de
dano as plantagbes, correspondendo a perdas da ordem de 20 a 30% da
produgdo mundial (ESTRUCH et al., 1997; HERRERA-ESTRELLA, 1999; SILVA-
FILHO & FALCO, 2000; MORAES, 2010).

Os métodos de controle de pragas na agricultura baseiam-se na utilizagcao
de inseticidas quimicos. Cerca de 3,7 milhdes de toneladas de pesticidas séo
consumidos anualmente, quantidade projetada para 10 milhdes de toneladas/ano
em 2050. O Brasil encontra-se em 5° lugar no ranking de maior consumidor de
pesticidas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

No entanto, devido aos efeitos adversos, que tém causado sérios
problemas ao ecossistema, estes produtos despertam maiores preocupacdes.

Tais inseticidas sdo altamente toxicos e de amplo espectro de a¢do, com graves



consequéncias ao homem e ao meio ambiente, podendo causar também a
selecéo de populagdes de insetos resistentes (PINTO & FIUZA, 2008).

Devido a estes fatores, a busca por métodos alternativos de controle de
insetos, que possam reduzir ou até mesmo substituir os inseticidas convencionais
vem crescendo de forma consideravel e, atualmente, as novas técnicas abrangem
plantas geneticamente modificadas, inseticidas seletivos, parasitdides e
microrganismos entomopatdégenos.

Inseticidas biolégicos s&o utilizados ha varios anos para o controle de
pragas agricolas e sdo considerados uma excelente alternativa ao uso de
agroquimicos por representarem uma alternativa mais sustentavel. Dentre os
organismos empregados no controle biolégico, a bactéria Bacillus thuringiensis
destaca-se por apresentar excelente potencial entomopatogénico, podendo ser
utilizada no controle de insetos-alvo, especialmente aqueles da ordem
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera. Esta bactéria é atualmente responsavel pelo
mercado de 90-95% de bioinseticidas, apresentando também a vantagem de
possibilitar o isolamento e expresséo de suas proteinas em outros organismos por
meio da transgenia (POLANCZIK, 2004; FERRY et al., 2006).

A principal caracteristica de B. thuringiensis (Bt) € a produgéo de cristais
inseticidas durante a esporulagcdo. Estes cristais consistem em proteinas
codificadas por diferentes genes, denominados cry. Outras proteinas inseticidas
posteriormente descritas sdo denominadas de proteinas inseticidas vegetativas
(Vip) e tém alta especificidade contra lepiddpteros (Vip3) e coledpteros (Vip1 e
Vip2) (ESTRUCH et al., 1997), e caracterizam-se por serem sintetizadas durante a
fase de crescimento vegetativo da bactéria e por ndo apresentarem homologia
com as proteinas Cry.

No entanto, para serem toxicas aos organismos alvo, as toxinas de B.
thuringiensis precisam ser ativadas. O mecanismo de acéo esta relacionado a
solubilizacdao das proteinas Cry no meio alcalino do intestino dos insetos
suscetiveis. As protoxinas sdo convertidas em fragmentos toxicos pela acdo de

enzimas digestivas e esse processo resulta na liberagcdo de fragmentos toxicos



que posteriormente, ligam-se a receptores especificos na membrana do epitélio
intestinal levando a formacéo de poros e ao desequilibrio osmético da célula
(FIUZA, 2004; BRAVO et al., 2007). Dessa forma, o inseto tem sua alimentacéo
paralisada, levando-o a septicemia e consequentemente, a morte.

Nos ultimos anos, a caracterizagéo e a identificacdo de genes potenciais de
B. thuringiensis tém sido realizadas por meio de diversas técnicas de biologia
molecular. A variabilidade genética existente entre diferentes isolados de Bt €
estudada principalmente por meio da utilizagdo de técnicas que tém como base a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que tem como caracteristica a
amplificacdo exponencial de uma determinada sequéncia de acido nucleico in
vitro, através da utilizagdo de oligonucleotideos iniciadores (FATORETTO, 2002;
NARIMAN, 2007; PINTO & FIUZA, 2008).

Porém, as interagbes entre as proteinas produtoras de cristal podem afetar
intensamente a toxicidade de um isolado. Assim, os testes de toxicidade
complementam a caracterizagéo e podem inferir seu real potencial no controle dos
insetos-alvo.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo a identificagdo, por meio da
técnica de PCR, dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 (coledptero-especificos) a
partir de uma coleg¢édo de 1078 isolados de B. thuringiensis, oriundos de diferentes
regides brasileiras e verificar a possivel ocorréncia de polimorfismos de
nucleotideos nestes genes, por meio da técnica de PCR-RFLP. Posteriormente,
buscou-se associar estes polimorfismos a eficiéncia da mortalidade em larvas de
Anthonomus grandis (Boheman, 1883) (Coleoptera: Curculionidae), por meio de

bioensaio seletivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Bactérias entomopatogénicas

No final do século XIX, as toxinas bacterianas com potencial atividade
inseticida para o controle de insetos-praga e vetores de doengas foram
casualmente descobertas, por meio das investigacbes das doencas que ocorriam
nas criagdes de abelhas meliferas (Apis mellifera) e do bicho-da-seda (Bombyx
mori). Atualmente, sdo conhecidas inumeras espécies de bactérias associadas a
insetos, porém, poucas apresentam as caracteristicas desejaveis a aplicacdo no
controle biologico de pragas.

Dentre as diferentes formas de classificagdo das bactérias
entomopatogénicas, os critérios adotados por FALCON (1971) sdo os mais
utilizados pelo fato de agruparem as bactérias em apenas duas categorias:
esporulantes (formam estruturas de resisténcia) e n&o-esporulantes (ndo
sintetizam estruturas de resisténcia), destacando-se com maior importancia a

patologia de insetos as espécies do género Bacillus (COSTA et al., 2010).



Este género apresenta varias caracteristicas que colocaram suas espécies
entre os agentes mais utilizados no controle de insetos-praga (MELLATI, 2008).
Em geral, espécies do género Bacillus encontram-se em substratos variaveis
devido ao complexo enzimatico produzido pelas células em forma de bastonetes.
As caracteristicas entomopatogénicas associadas a formacao de enddsporos € a
producao de toxinas determinam a espécie Bacillus thuringiensis Berliner como a

mais relevante no controle de entomopatégenos (COSTA et al., 2010) (Figura 1).

P 4 - A

Figura 1. B. thuringiensis em microscopia eletronica (COSTA et al. 2010). e -

Esporo; ¢ - Cristal bipiramidal.

Com relagdo aos agentes de controle biolégico utilizados no controle de
insetos-praga, produtos a base de B. thuringiensis correspondem a cerca de 90%
dos bioinseticidas comercializados mundialmente e s&o utilizados ha mais de trinta
anos. Neste sentido, destaca-se o produto Dipel® (B. thuringiensis kurstaki HD-1),
que € altamente eficiente para 170 espécies de lepiddpteros-praga, sendo pouco
toxico para acaros, colebdpteros, dipteros e hemipteros (GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000). As principais limitacbes destes produtos s&o a
concorréncia com produtos quimicos e a falta de investimentos dos setores
publicos e privados para o desenvolvimento e formulagido dos bioinseticidas
(POLANCZYK, 2003).



2.2- B. thuringiensis visando ao controle de insetos-praga

Dentre as bactérias de importancia econdmica empregadas no controle de
pragas, a bactéria B. thuringiensis (Bt) destaca-se por apresentar atividade toxica
contra insetos de diversas ordens, incluindo pragas de grande importancia
agricola como Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Diabrotica speciosa
(Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) e A. grandis e também vetores de
doencas de importancia mundial pertencentes aos géneros Culex, Aedes e
Anopheles (LERECLUS et al., 1993), além de serem patogénicos a outros
organismos como nematoides e platelmintos (FEITELSON et al., 1992).

O primeiro relato desta bactéria como agente causal de doencas em insetos
data de 1902, quando o bidlogo S. Ishiwata, no Japao, isolou uma bactéria
esporulante que causava mortalidade em bicho-da-seda (Bombyx mori) (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Bombycidae), sendo esta denominada como “sotto-disease”.
Em 1911, Berliner descreveu pela primeira vez um bacilo isolado a partir de
Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) e, em 1915, o batizou
de Bacillus thuringiensis, nome concedido em homenagem a provincia da
Thuringia (Alemanha) (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000).

Os primeiros ensaios utilizando B. thuringiensis foram realizados na Europa
entre os anos de 1920 e 1930, no controle de Ostrinia nubilalis, lepidéptero da
familia Pyralidae. Nos Estados Unidos e na Europa, entre os anos de 1930 e
1940, numerosos testes foram realizados contra outras espécies de lepiddpteros.
Atualmente, no caso do controle biolégico, € o microrganismo mais utilizado
mundialmente (COSTA et al., 2010).

B. thuringiensis € uma bactéria gram-positiva, aerébica ou facultativamente
anaerobica, naturalmente encontrada em solos, insetos mortos, plantas e em
produtos armazenados (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000), quimioheterotréfica,
cuja temperatura ideal de crescimento € em torno de 30°C + 2°C. Suas células

vegetativas possuem forma de bastonete, medindo cerca de 1,0 a 2,0 ym de



largura por 3,0 a 5,0 ym de comprimento. E uma bactéria geralmente movel,
possuindo flagelos peritriquios. Sob condi¢bes especificas, em geral desfavoraveis
ao seu crescimento, desenvolve um ciclo de esporulagdo tipico dos bacilos
(MORAES & CAPALBO, 1986).

Caracteristicas como alta especificidade para insetos, efeito ndo poluente
para o meio ambiente, inocuidade aos mamiferos e outros vertebrados, auséncia
de toxicidade as plantas além de ser altamente biodegradavel fez de B.
thuringiensis o principal agente de controle microbiano. Diante disso, este
entomopatogeno torna-se uma alternativa segura, econdmica e ecologicamente
viavel no controle de insetos-praga de importancia agricola, bem como de
importantes vetores de doencas humanas (BRAVO et al., 2005).

O maior avango na utilizagéo de B. thuringiensis tem sido a transformagéo
de diversas cultivares agricolas visando a expresséo das toxinas Bt. A partir dos
anos 80, foram obtidas as primeiras plantas transgénicas por meio da
incorporacéo dos genes codificadores das proteinas toxicas de B. thuringiensis na
cultura do tabaco e do tomate (OELLER et al., 1991; DIAS, 1992). Desde 1996, a
importancia comercial destas cultivares transformadas tem crescido de forma
consideravel, levando-as a ocuparem mundialmente o segundo lugar entre as
plantas geneticamente modificadas com maior emprego e distribuicéo
(CRICKMORE, 2006).

As cultivares modificadas com genes Bt (“plantas-Bf’), apresentam
inumeros beneficios em relacdo aos formulados de B. thuringiensis. N&o
necessitam de pulverizagao foliar para o controle dos insetos-alvo, ja que a toxina
€ expressa de forma constitutiva pela propria planta. Além disso, diminuem a
quantidade de inseticidas quimicos liberados no ambiente, bem como os gases
emitidos pelo maquinario agricola empregado na sua aplicacéo (JAMES, 2006).

Os hectares cultivados mundialmente com culturas biotecnologicas
alcancaram a marca dos 134 milhées em 2009 (Figura 2). Neste mesmo ano
registrou-se uma area recorde de cultivo de todas as variedades biotecnoldgicas,
destacando-se as quatro principais culturas geneticamente modificadas. Mais de

trés quartos (77%) dos 90 milhdes de hectares de soja cultivados mundialmente ja



s&o biotecnologicos; para o algodado, quase metade (49%) dos 33 milhdes de
hectares e para o milho, mais de um quarto (26%) dos 158 milhdes de hectares
cultivados sado plantas-Bt; e finalmente, para a canola, estes numeros

correspondem a 21% dos 31 milhdes de hectares plantados (JAMES, 2009).

AREA GLOBAL DE CULTURAS BIOTECNOLOGICAS
Milhdes de Hectares (1996 a 2009)
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Um recorde de 14 milhées de agricultores, em 25 pafses, plantaram 134 milhées de hectares
(330 milhées de acres) em 2009, um aumento sustentiavel de 7% ou 9 milhées de hectares

5 (22 milhées de acres) durante 2008.
Fonte: Clive James, 2009.

Figura 2. Area global das culturas biotecnolégicas (JAMES, 2009).

Mais de 50.000 isolados de B. thuringiensis ja foram identificados e
laboratérios em todo o mundo vém trabalhando na tentativa de descobrir isolados
que apresentem novas toxinas (MONNERAT & BRAVO, 2000). A efetividade dos
isolados para o controle de entomopatégenos é variavel para cada espécie de
inseto. A viruléncia da bactéria depende das suas diferentes caracteristicas
fisiologicas: produgéo de toxinas e enzimas, taxa de crescimento e multiplicagéo,
adequacéao do hospedeiro e suscetibilidade (HABIB & ANDRADE, 1998).

2.3 - Modo de agao das toxinas inseticidas de B. thuringiensis

B. thuringiensis pode produzir varias proteinas com atividade inseticida,

destacando-se as ©-endotoxinas, proteinas VIP, a-exotoxinas, [-exotoxinas,



hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (HANSEN & SALAMITOU,
2000). Entretanto, o principal fator de patogenicidade atribui-se a acdo das &

endotoxinas (proteinas cristal).

2.3.1 - 5-endotoxinas (Proteinas Cry e Cyt)

As 0-endotoxinas, também denominadas proteinas Cry (Figura 3) e Cyt,
pertencem a uma classe de proteinas bacterianas conhecidas como toxinas
formadoras de poros (TFP), que sao soluveis em agua, permitindo modificagbes
conformacionais para permitir a insercdo ou o translocamento destas proteinas na
membrana celular do inseto-alvo (BRAVO, 1997). As proteinas Cry ligam-se a
receptores especificos presentes nas microvilosidades do intestino médio dos
insetos, em contraste com as proteinas Cyt que n&o se ligam a estes receptores,
inserindo-se diretamente na membrana e formando poros (SOBERON et al.,
2006).

A maioria dos isolados de B. thuringiensis podem sintetizar mais de um tipo
de cristal. Os cristais podem ser formados por diferentes proteinas Cry, podendo
haver casos em que cinco toxinas sao encontradas. O processo de formacéao
deste cristal esta ligado a esporulagdo, uma vez que estudos de cristalografia
mostraram que o cristal &€ formado a partir do segundo estagio de esporulacao e é
liberado no momento em que as células sédo lisadas (MONNERAT & BRAVO,
2000).

Varios isolados de B. thuringiensis também produzem outras endotoxinas,
de menor peso molecular (25-28KDa), denominadas endotoxinas citoliticas (Cyt).
Diferentemente das d-endotoxinas, as toxinas Cyt possuem um maior espectro de
acao contra insetos, tanto in vivo como in vitro (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000).
Esta toxina € uma citolisina de acao inespecifica, produzida principalmente pela
subespécie B. thuringiensis israelensis, sendo acumulada no cristal juntamente
com a proteina Cry (MONNERAT & PRACA, 2006).
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Figura 3. Morfologia de B. thuringiensis mostrando: (c) cristais; (e) esporo
(15.000X) (MARTINS, 2009).

Durante o desenvolvimento, B. thuringiensis passa por duas fases: a fase
de crescimento vegetativo e a fase estacionaria. A primeira caracteriza-se pelo
crescimento exponencial das células bacterianas, momento em que ha grande
disponibilidade de nutrientes no meio. A fase estacionaria ocorre quando o meio
se torna hostil, e a bactéria adapta-se a diminuicdo de nutrientes mediante
mecanismos genéticos, cessando a reproducéo celular. Neste periodo, o
endosporo torna-se maduro, conforme citado por PINTO & FIUZA (2008). A
expressao dos genes cry geralmente ocorre na fase estacionaria da célula,
acumulando seu produto na célula-mée, na forma de uma inclusao cristalifera, a
qual é liberada ao meio no final da esporulacdo (LERECLUS et al., 2000). Ao final
da esporulagdo, a incluséo corresponde a cerca de 20-30% do peso seco da
célula esporulada. Apesar da expressdo dos genes cry estar estreitamente
relacionada ao evento da esporulagdo, existem genes que se expressam
independentemente da esporulagdgo (AGAISSE & LERECLUS, 1995),
apresentando caracteristicas particulares, dentre elas a ndo formacao de cristais.

As proteinas Cry apresentam duas regides distintas compostas por
protoxinas: uma porgdo amino-terminal (N-terminal), normalmente variavel,
associada a toxicidade da proteina e uma porgédo carboxi-terminal (C-terminal),
sendo esta conservada e associada a formacgao do cristal (ARANTES et al., 2002;
BRAVO et al., 2005).
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A estrutura tridimensional da parte ativa (N-terminal) da proteina Cry,
consiste em trés dominios: |, Il e Ill. O dominio | € composto por sete a-hélices
antiparalelas, responsavel pela insercdo na membrana e formagédo do poro. O
dominio Il € composto de trés folhas B-pregueadas que, conferem a especificidade
da ligacéo aos receptores celulares. A manutencao da estrutura da molécula pode

estar relacionada com o dominio Ill.

2.3.1.1 — Modo de ac¢ao das proteinas Cry

O modo de acédo das proteinas cristal em larvas tem sido estudado,
principalmente, em lepidopteros (Figura 4). As larvas infectadas por B.
thuringiensis perdem a sua agilidade e o tequmento adquire cor marrom-escura. A
acao dos cristais ocorre apos a ingestao e solubilizagcdo em ambiente alcalino, no
intestino das larvas e os sintomas observados incluem: perda do apetite,
abandono do alimento, paralisia do intestino e, por fim, morte do inseto (HABIB &
ANDRADE, 1998; MONNERAT & BRAVO, 2000).

As proteinas Cry apresentam-se como protoxinas sem acgéo
entomopatogénica, necessitando ser ativadas para o desencadeamento de seus
efeitos toxicos. Logo, quando injetado diretamente na hemolinfa do inseto, o cristal
protéico ndo possui acao toxica (HABIB & ANDRADE, 1998).

cristal solubilizacao do esporo e ligacao das toxinas aos
ativagao das toxinas receptores do epitelio mtesnnol
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Figura 4. Mecanismo de acéao de B. thuringiensis (WHO, 1999).
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O mecanismo de toxicidade das proteinas Cry € um processo que pode ser

dividido em varias etapas, como descrito a seguir:

A) Solubilizagao e processamento das toxinas

Os cristais produzidos por B. thuringiensis, ao serem ingeridos por larvas de
insetos suscetiveis, s&o solubilizados no intestino médio, liberando uma ou mais
proteinas Cry. O intestino médio da maioria das larvas dos insetos-alvo apresenta
um pH em torno de 9,5. As protoxinas precisam ser processadas por proteases
intestinais, para tornarem-se ativas, liberando os polipeptidios tdxicos que sao
capazes de se ligar aos receptores das microvilosidades nas células colunares do
intestino médio (KNOWLES, 1994). A partir de entdo, as protoxinas perdem a
extremidade C-terminal, restando-lhes a porcdo N-terminal como parte ativa
(fragmento toxico) (MONNERAT & BRAVO, 2000). Parte da extremidade N-
terminal pode ser clivada pela acdo de metaloproteases sintetizadas pela prépria
bactéria durante a esporulacédo (RUCKMINI et al., 2000). A combinacao de toxinas
proteoliticamente ativadas possui um papel importante na determinagdo da
especificidade aos insetos (HAIDER & ELLAR, 1989).

B) Reconhecimento e ligagao ao receptor

Apds a ativagdo das toxinas, ocorre a ligagdo aos receptores especificos
localizados nas membranas celulares do intestino da larva. A unido a estes sitios é
uma etapa determinante na especificidade das toxinas Cry e é composta de dois
passos, sendo um reversivel e outro irreversivel. O primeiro passo envolve a
interacdo entre a toxina e o seu sitio de unido (unido reversivel), sendo um
requisito basico para que ocorra a toxicidade, mas nao o suficiente (SCHNEPF et
al., 1998). A uniao irreversivel aos receptores especificos e a insercdo na
membrana parecem estar mais ligados com a toxicidade (MONNERAT & BRAVO,
2000).
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Ainda que necessaria, a unido nao é suficiente para determinar se uma
proteina Cry sera tdxica contra um determinado inseto. Mediante o estudo da
interacédo entre toxinas Cry e BBMV (Vesiculas de Membrana de Borda em
Escova), tem-se determinado a especificidade das toxinas Cry em muitos insetos-
alvo, levando a aplicacao de estratégias que possam evitar o possivel surgimento
de resisténcia a estas toxinas (COSTA, 2009), como no caso das lagartas rosadas
do algodao nos EUA (SEAB, 2011).

C) Inser¢cdo na membrana, agregagao, formagao do poro e citélise

Apds a ligagdo aos receptores, a toxina Cry se une de forma rapida e
irreversivel a membrana das células epiteliais, com subsequente formacgédo de
poros, proporcionando um desequilibrio osmaético entre o meio intra e extracelular,
e, por conseguinte, a perda da integridade da membrana no intestino da larva
(RABINOVITCH et al., 2000).

As toxinas Cry aumentam a permeabilidade das microvilosidades a cations,
anions, agua e moléculas maiores, causando alteragbes na permeabilidade da
membrana e como consequéncia final, a destruicdo do epitélio intestinal
(WOLFERSBERG et al., 1996). Uma vez que as células colunares e caliciformes
sdo destruidas, os esporos de B. thuringiensis tém acesso a hemolinfa (DU &
NICKERSON, 1996), meio no qual germinam. Tais eventos conduzem a lise das
células, liberagdo do seu conteudo celular e, por fim, a morte do inseto por
inanicao e septicemia (MONNERAT & BRAVO, 2000) (Figura 5).

Segundo KNOWLES (1994), o intestino dos insetos suscetiveis
geralmente possui um pH elevado, o que evita a germinagdo dos esporos
ingeridos do patdégeno. Porém, as 0&-endotoxinas causam paralisia intestinal,
retendo os esporos e destruindo a parede intestinal. O conteudo do intestino
mistura-se ao da hemolinfa, reduzindo seu pH e disponibilizando os nutrientes
necessarios para iniciar a germinacao dos esporos. O inseto morto serve entao
como fonte de nutrientes para o crescimento vegetativo da bactéria (COPPING &
MENN, 2000).
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B IC Unido ao Formagdo do Unido a Insercdo na
receptor oligémero APN ou ALP membrana
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Figura 5. Esquema do modo de agéo de toxinas Cry1Ac para lepidopteros. A - O
inseto ingere a proteina cristal; B - no intestino médio da larva os
cristais sdo solubilizados e ativados em proteinas monoméricas que se
ligam ao primeiro receptor (caderina); C - a toxina sofre mudancas
conformacionais e se liga ao segundo receptor; insercéo na plataforma
de lipideos da membrana e formacéo do poro; D - morte do inseto
(MARTINS, 2009).

2.3.2 - VIP (Proteina Inseticida Vegetativa)

As proteinas “Vip” (“Vegetative Insecticidal Proteins”) foram descritas por
ESTRUCH et al. (1996) e sao produzidas durante a fase de crescimento
vegetativo de B. thuringiensis. Estas apresentam acdo sobre um maior espectro
de espécies de insetos quando comparadas a muitas proteinas Cry, mas
principalmente, contra lagartas da ordem Lepidoptera. As proteinas Vip
apresentam uma nomenclatura diferente das proteinas Cry por ndo formarem
cristais protéicos. Os genes responsaveis pela sintese das proteinas Vip estéo
localizados em plasmideos de alta massa molecular, juntamente com os genes cry
(ESTRUCH et al., 1996).

As proteinas Vip ndo tém homologia de sequéncia ou estrutura com as ©6-

endotoxinas (RANG et al., 2005). Dentre aquelas ja descritas, as proteinas Vip1 e
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Vip2 apresentam 100 e 52 KDa, respectivamente, formando uma toxina binaria
que possui atividade contra larvas de coledpteros. Baseando-se em sua
homologia com outras toxinas binarias, verifica-se que a proteina Vip1 tem a
propriedade de formar canais oligoméricos ao se ligar aos receptores especificos
presentes nas células do intestino médio dos insetos-alvo. Por conseguinte, a
proteina Vip2 passaria por estes canais e por apresentar homologia com a ADP-
ribosiltransferase, modificaria a actina inibindo sua polimerizacdo, afetaria a
estrutura do citoesqueleto, e consequentemente levaria a larva a morte (LEUBER
et al., 2006; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009).

Segundo FANG et al. (2007), estas proteinas representam uma das
maiores descobertas de toxinas com capacidade inseticida, sendo extremamente
relevante a auséncia de similaridade nas sequéncias de aminoacidos destas
proteinas com as sequéncias de aminoacidos das &-endotoxinas, especialmente,
em termos de manejo e evolugéo da resisténcia.

Portanto, estudos que indicam que as proteinas Vip ligam-se em diferentes
sitios nas células do epitélio intestinal de insetos-alvo, quando comparadas com
as proteinas Cry, faz com que sejam excelentes candidatas para a utilizagcéo
conjunta, podendo ser aplicadas para ampliar o espectro de toxicidade e minimizar
o risco de resisténcia cruzada em organismos geneticamente modificados
(BEARD et al., 2008; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009).

2.3.3 - a-exotoxina

A a-exotoxina, também conhecida como fosfolipase-C ou lecitinase ou
fosfatidilcolina fosfohidrolase € uma proteina soluvel em agua, termolabil e que
exige um intervalo de pH 6timo entre 6,6 e 7,4 para tornar-se ativa (ALMEIDA &
FILHO, 2006).

A a-exotoxina é uma proteina que possui atividade citolitica, atuando sobre
os fosfolipidios que formam as membranas celulares. Esta toxina é altamente
toxica a insetos por via oral ou via hemocélica, causando degeneracgao e lise de
hemdcitos (KRIEG, 1971).
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2.3.4 - B-exotoxina

A B-exotoxina, também conhecida como thuringiensina, é uma substancia
termoestavel em agua, produzida durante a fase vegetativa e secretada no meio
de cultura. Esta substancia além de ser altamente toxica a insetos pode agir sobre
alguns vertebrados (HABIB & ANDRADE, 1998).

Existem dois tipos de B-exotoxina. A B-exotoxina do tipo |, que age através
da inibicado de nucleotidases e impede a biossintese de RNA. O efeito é mais
visivel durante as etapas de metamorfose do inseto, onde os adultos geralmente
sdo menores e inférteis (MONNERAT & BRAVO, 2000). Desde 1970 nos EUA, a
utilizacdo de isolados de B. thuringiensis com alta producdo desta toxina é
proibida, devido a constatacédo de seu efeito teratogénico em intestino de bovinos
e ratos (ALMEIDA & FILHO, 2006). A B-exotoxina do tipo Il apresenta toxicidade
superior a toxina do tipo |, principalmente para coledpteros (LEVINSON et al,,
1990).

2.4- Caracterizagdo de isolados de B. thuringiensis utilizando

marcadores moleculares

A caracterizacdo do conteludo génico de B. thuringiensis é apresentada
como a principal motivacdo para a realizagdo de amplos programas de busca de
novos isolados. Cerca de 300 genes cry ja foram sequenciados e classificados em
50 grupos e diferentes subgrupos. Mesmo considerando a variabilidade das
proteinas Cry e Vip até agora descritas, ainda é extremamente necessaria a busca
por novas toxinas, visando ao controle de um numero maior de insetos e a busca
por novas alternativas para o controle da resisténcia (VILAS-BOAS & LEMOS,
2004).

Com a caracterizagdo molecular é possivel discriminar os diversos isolados
de B. thuringiensis por meio do conhecimento de seus padrées de comportamento

e do seu genoma (distribuigdo dos genes cry e vip) (FRUTOS et al.,, 1994).
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Avancos na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de métodos
baseados no estudo do DNA, capazes da diferenciagéo inter e intra-especifica de
B. thuringiensis. Tais métodos podem distinguir isolados, podendo também ser
empregados na determinagdo da presenca/auséncia de genes de interesse
(POLANCZYK & ALVES, 2003).

A variabilidade genética existente entre diferentes isolados de B.
thuringiensis foi estudada principalmente utilizando técnicas que tém como base a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A técnica de PCR envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de cdpias de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase. A reagdo de PCR baseia-se no pareamento
e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizados como iniciadores (“primers”) que delimitam a
sequéncia de DNA de fita dupla alvo na amplificacdo. Estes iniciadores sé&o
sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos
sejam complementares a sequéncias especificas que flanqueiam a regiao alvo
(FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).

A técnica de PCR é uma forma de caracterizar isolados de B. thuringiensis
e é amplamente utilizada em estudos de deteccdo de novos genes cry e vip
(VALICENTE et al., 2000; HANSEN & HENDRIKSEN, 2001; VILAS-BOAS &
LEMOS, 2004) onde os oligonucleotideos iniciadores sdo desenhados a partir de
regides conservadas destes genes. Além disso, a PCR permite comparar
geneticamente isolados pouco conhecidos, além de prever a atividade inseticida
de uma determinada toxina (LIMA et al., 2002; PORCAR & JUAREZ-PEREZ,
2003), o que a tornou uma ferramenta de trabalho indispensavel.

CAROZZI et al. (1991) utilizaram a técnica de PCR para identificar isolados
de B. thuringiensis com atividade inseticida contra lepiddpteros, coledpteros e
dipteros, utilizando oligonucleotideos iniciadores que detectam os genes cry1, cry3
e cry4. Trabalhos semelhantes tém sido realizados em todo o mundo para
caracterizar o perfil genético das cepas de B. thuringiensis, indicar a atividade

inseticida das toxinas Cry e Vip e descobrir novos genes (ARRIETA et al., 2004,
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VILAS-BOAS & LEMOS, 2004; ARRIETA & ESPINOZA, 2006; HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al., 2009).

Esta técnica requer quantidades pequenas de DNA e permite uma rapida e
simultdnea caracterizagdo de muitas amostras. Todavia, o procedimento normal
de PCR nao pré-determina exatamente a atividade inseticida do isolado, assim
como outros fatores como, por exemplo, o nivel de expressdo dos genes
presentes que estdo envolvidos no potencial inseticida de cada toxina. Essa
abordagem permite apenas a atribuicdo do gene em uma respectiva classe de
proteina inseticida e ndo a identificagcdo de determinados genes dentro de uma
subclasse (MARTINEZ et al., 2005).

Destaca-se também entre as técnicas de marcadores moleculares para
analise de diversidade genética a técnica de PCR-RFLP ou CAPS (“Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence”). CAPS séo fragmentos de DNA amplificados
via PCR, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos, seguido da
clivagem com endonucleases de restricdo. As etapas para a obtencédo desses
marcadores sao a extracao e amplificacdo de DNA via PCR, a clivagem com
enzimas de restricdo, eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida e a
visualizagdo dos polimorfismos pela coloragdo com brometo de etidio sob luz
ultravioleta ou com prata. As principais vantagens sao a co-dominancia e a alta
reprodutibilidade dos marcadores (FALEIRO, 2007).

A PCR-RFLP constitui-se em uma estratégia relativamente rapida e simples
capaz de detectar diferencas nas sequéncias de DNA de diferentes individuos,
podendo assim, possibilitar a realizacdo de estudos de diversidade genética de
regides conservadas néo especificas, como também de regides especificas entre
individuos de uma mesma espécie ou mesmo entre populacdes e espécies
diferentes. A presenca ou auséncia de sequéncias especificas de quatro a oito
pares de bases, reconhecidas e clivadas pelas enzimas de restricdo, podem variar
entre individuos, gerando assim os polimorfismos (FATORETTO, 2002) e
consequentemente a identificagcdo de possiveis alelos dos genes em estudo.

Portanto, a identificacdo e a caracterizacdo de novos genes de B.

thuringiensis, destacando-se os genes cry e vip, podem resultar em novas
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alternativas para o controle de espécies de insetos com nenhuma ou pouca
suscetibilidade as proteinas atualmente conhecidas, além de auxiliar no
desenvolvimento de sistemas de manejo que evitem ou minimizem o
aparecimento de resisténcia a B. thuringiensis em populagdes de insetos-alvo em
campo (TABASHINIK et al., 1990; TABASHINIK, 1994).

2.5- Cotonicultura e a espécie Anthonomus grandis

A cotonicultura € uma das culturas de maior interesse econémico, a nivel
mundial. Na industria téxtil, a fibra do algoddo é reconhecida como a mais
importante e de maior valor de mercado. O algodoeiro é a planta de
aproveitamento mais completo e a que oferece a mais variada gama de produtos
de utilizagédo universal (PONCHIO, 2001; BALLAMINUT et al., 2006). A lavoura de
algodao no Brasil atingiu recentemente (safra 2010/2011) importancia ha muito
tempo ndo vista. Os precos altos praticados no mercado interno e externo
estimularam os produtores a aumentar a area de cultivo. O aumento previsto para
a area foi de 45,3% ou seja, 378,8 mil hectares acima do que o que foi cultivada
na safra 2009/10. A produgéo da pluma de algodao esta projetada para 1.835 mil
toneladas procedente da area plantada que devera alcangar uma produtividade de
1511 kg/ha, superior em 5,7% a produtividade da safra anterior (CONAB, 2011).
Apresenta grande importancia econdmica, social e politica, tanto em areas rurais
quanto nos setores industriais.

Na maioria dos paises onde o algodoeiro é cultivado, a vulnerabilidade a
pragas representa o principal problema desta cultura. Sem alternativas de controle
mais eficazes, o agricultor acaba por utilizar produtos quimicos. O algodoeiro pode
ser atacado por inumeros insetos-praga, incluindo pulgdes, percevejos, mosca-
branca, lagartas, acaros e outras espécies de menor importancia. Entre aqueles
de maior impacto a cultura, encontra-se o bicudo do algodoeiro, A. grandis
(MIRANDA, 2006).

O bicudo do algodoeiro é considerado a principal praga dos algodoeiros nas

Américas e no mundo, provocando queda de botdes florais e redugdo na



20

qualidade das fibras (BUSOLI et al., 1994). Este inseto foi introduzido no Brasil no
inicio da década de 80, gerando a partir de entéo, prejuizos crescentes néo so6
para os agricultores, mas também para todos os segmentos da cadeia produtiva
dependente (SANTOS, 2003) (Figura 6). Seu elevado poder de destruicdo deve-se
a sua alta capacidade reprodutiva e as numerosas geragées em um ciclo agricola
(TOLEDO et al., 2000).

A. grandis € um inseto da ordem Coleoptera, familia Curculionidae, que se
alimenta de pdlen. Sem esse substrato, as fémeas ndo conseguem desenvolver
seus ovos, precisando, desta maneira, de plantas no estagio reprodutivo (GALLO
et al., 1988). Seu ciclo de vida é relativamente curto, apresentando uma
extraordinaria capacidade de reproducdo. O processo de infestacdo tem inicio
quando os botbes florais do algoddo atingem cerca de 6 mm de didmetro
(LEONARD et al., 1999). As larvas séo curculioniformes, eclodindo entre trés a
cinco dias ap0Os a oviposigdo, e alimentando-se por sete a doze dias no interior
dos botdes florais e magas, até o estagio de pupa. Apdés a emergéncia, os adultos
alimentam-se por trés a sete dias, até a copula e produzirem mais ovos (NAKASU,
2009).

Figura 6. Estagios de desenvolvimento de A. grandis. A. Ovos; B. Larva; C. Pupa;
D. Adulto (MARTINS, 2009).
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Considerando que os adultos alimentam-se inserindo seu aparelho bucal
em partes abaixo da superficie da planta, e que todo o desenvolvimento do inseto
€ endofitico, ha uma grande dificuldade em controlar esta praga (METCALF &
METCALF, 1993). Entre as estratégias empregadas, destaca-se a utilizacdo de
inseticidas quimicos, chegando a 17 aplicagdes em um ciclo de cultivo, causando
danos ao meio ambiente e aumentando os custos da producgéo (OLIVEIRA et al.,
2008). Entretanto, € o método que tem apresentado maior eficacia no controle do
bicudo (WOLFENBERGER et al., 1997).

Outras estratégias de controle sdo: o uso de feroménios e plantio-isca
(GALLO et al., 1988), o uso de variedades precoces de rapida frutificacdo e
maturacdo, a catacado e destruicdo dos botdes florais (SILVIE et al., 2001), o
manejo integrado e o controle biolégico (CARVALHO et al., 2001; SILVA et al.,
2002).

Neste cenario, a utilizagdo de plantas transgénicas de algod&o expressando
genes de B. thuringiensis resistentes a insetos apresenta inumeras vantagens,
como a reducédo de aplicagdes, tanto de agentes de controle quimico como
biolégico, além da resisténcia durante todo o ciclo de produgédo do algodoeiro,
sendo também uma alternativa econdmica e ecologicamente viavel. Portanto, faz-
se necessaria a busca por novos isolados mais eficazes, com amplo espectro de
toxicidade e, que apresentem genes potenciais para o controle de insetos da

ordem Coleoptera.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos moleculares do presente estudo foram realizados no
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal, SP. A realizacdo do bioensaio seletivo ocorreu no Laboratério de
Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF.

3.1 — Isolados de B. thuringiensis e condi¢des de cultivo

Para a realizagdo das analises moleculares foram utilizados 1078 isolados
de B. thuringiensis e uma linhagem padréo, B. thuringiensis var. tenebrionis, como
referéncia de controle positivo (coledptero-especifico) nas reagdes. Estes isolados
fazem parte da colegdo mantida pelo Laboratorio de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA), junto ao Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de

Jaboticabal.
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Os isolados estdo estocados sob a forma de fitas de papel filtro
impregnadas com uma suspensao de esporos, em tubos esterilizados com tampa,
devidamente etiquetados e mantidos em BOD a 4°C.

Para o inicio dos experimentos, fitas de papel filtro foram submersas em
agua estéril no dia anterior a repicagem, obtendo-se uma suspenséo de esporos
(solugdo de trabalho), que também foram mantidas em BOD a 4°C.

Para o cultivo das células bacterianas, uma aliquota da solugéo de trabalho foi
adicionada em placas de Petri contendo meio de cultura “Nutriente Agar’ (NA)
(extrato de carne 3 g/l; peptona bacteriologica 5 g/l e agar 15 g/l) (GORDON et al.,
1973) e espalhada com o auxilio de uma algca de Drigalsky esterilizada, sendo
posteriormente incubadas em estufa a 30°C por 16 h. Posteriormente, uma col6nia
foi inoculada com o auxilio de uma alga de platina estéril em 50 ml de meio de
cultura BHI liquido (“Brain Heart Infusion Agar’ — Himedia®) (peptona 10 g/l;
glicose 2 g/l; cloreto de sédio 5 g/l e fosfato dissédico 2,5 g/l) e colocadas sob
agitacdo a 200 rpm, por 4 h e 30 min, a 30°C, para multiplicacdo e renovacgao

celular.

3.2 - Extragao do DNA total de B. thuringiensis

Para a realizagao das analises de amplificagéo, o DNA total dos isolados foi
obtido utilizando-se a metodologia descrita por LETOWSKI et al (2005). Extraiu-se
também, utilizando o mesmo protocolo, o DNA total da linhagem padrao B.
thuringiensis var. tenebrionis, utilizado como referéncia de controle positivo nas
amplificacdes com os iniciadores gerais.

Uma aliquota da solugéo estoque de esporos (solucao de trabalho) de cada
isolado foi inoculada, individualmente, em placas de Petri contendo meio de
cultura BHI sélido (“Brain Heart Infusion Agar’” — Himedia®), as quais ficaram
incubadas em BOD a 30°C durante a noite. Apos este periodo, utilizou-se uma

alca de platina para coletar uma aliquota do meio de cultura, a qual foi transferida
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para um tubo Falcon acrescido de 2 ml de meio BHI liquido, incubado em seguida
a 30°C, 200 rpm durante a noite.

As culturas bacterianas provenientes foram centrifugadas a 13.000 rpm, em
temperatura ambiente, por 2 min. O “pellet’ foi ressuspendido em 400 pl de agua
esterilizada, agitando vigorosamente os tubos por 10 segundos, em agitador do
tipo vortex, seguindo-se 0 aquecimento por 15 min em banho-maria. A solugéao foi
novamente centrifugada a 13.000 rpm, durante 15 min e por fim, transferiu-se 200
Ml do sobrenadante com o DNA obtido para outro tubo de microcentrifuga

esterilizado. O DNA foi armazenado a - 20 °C para posterior utilizag3o.

3.3 — Identificagdo dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 por meio da

Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.3.1- Oligonucleotideos iniciadores gerais

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada para a
confirmacgao da presencga dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 nos isolados de B.
thuringiensis. Para isso, foram utilizados os pares de oligonucleotideos iniciadores
obtidos a partir de regides conservadas dos genes e do alinhamento de
sequéncias consenso: Gral-cry3 (Ben-Dov et al., 1997), Gral-vip1 e Gral-vip2
(Hernandez-Rodriguez et al., 2009) (oligonucleotideos degenerados). Foi
realizada a analise da regido intergénica dos genes vip1 e vip2, utilizando o par de
iniciadores Gral-vip1/vip2 (Shi et al., 2007) (Tabela 1).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes cry3, vip1, vip2 e
vip1/vip2 de isolados de B. thuringiensis.

Iniciadores Sequéncias Produto

(pb)

Gral-cry3 5’'CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC 3’ (d) 620
5’CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT 3’ (r)

Gral-vip1 5 TTATTAGATAAACAACAACAAGAATATCAATCTATTMGNTGGATHGG3'(d) 585

5'GATCTATATCTCTAGCTGCTTTTTCATAATCTSARTANGGRTC 3’ (r)
Gral-vip2 5'GATAAAGAAAAAGCAAAAGAATGGGRNAARRA 3’ (d) 845
5'CCACACCATCTATATACAGTAATATTTTCTGGDATNGG 3’ (r)

Gral- 5AAATTAGTGATCCGTTACCTTCTTS3' (d) 742

vip1/vip2 5CAACTTGCTTTTCTTTCCCTTTATS’ (r)

(d): direto; (r): reverso. *Codigo universal para as bases degeneradas: R=A, G; Y=C, T; M=A, C; S=G, C; H=A, T,
C;D=G,A T;N=A,C,G, T.

3.3.2 - Identificagao dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 por PCR

As reacdes e os programas de amplificagdo foram otimizados conforme as
caracteristicas especificas dos iniciadores. Para as reagcbes de PCR utilizou-se
como DNA molde para as amplificagdes, o DNA de 1078 isolados em estudo e o
DNA a linhagem padrao, B. thuringiensis var. tenebrionis (controle positivo).

As reacgbes de amplificacdo para os referentes pares de oligonucleotideos
iniciadores (Gral-cry3, Gral-vip1, Gral-vip2 e Gral-vip1/vip2) foram conduzidas,
separadamente, em um volume final de 20 pl contendo: 3 yl de DNA molde; 2,5
mM de uma solucao de dNTP's; 2,0 mM de MgCly; 0,2 uM de cada iniciador; 1,0 U
da enzima Taq DNA polimerase; 2 yl da solugdo tampéao para a reagdo de PCR
(10X) [200 mM Tris; 500 mM KCI (pH 8,4)] e agua destilada grau Milli-Q
previamente esterilizada (g.s.p. 20 pl).

Em todos os lotes de reagdes de amplificagdo foi realizado um controle
negativo no qual a quantidade de DNA foi substituida por agua grau Milli-Q,
previamente esterilizada.

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em aparelho termociclador
(PTC- 100 “Programmable Thermal Controller” - MJ Research, Inc.), equipado com

circuito “Hot Bonnet” (Tabela 2).
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Tabela 2. Condi¢des utilizadas para a amplificacdo dos genes cry3, vip1, vip2 e
vip1/vip2 de isolados de B. thuringiensis.

Iniciadores Ciclo Desnaturagdo Hibridizagdo Polimerizagao Polimerizagao
final
Gral-cry3 30 1 min a 94°C 1 min a 52°C 1 min a 72°C 5 min a 72°C

Gral-vip1 e 35 1 min a 95°C 1mina47°C 1.5mina72°C 10 min a 72°C
Gral-vip2

Gral- 30 1 min a 94°C 1 min a 48°C 1min a 72°C 10 min a 72°C
vip1/vip2

Apds a realizagcao das amplificagdes, foi adicionado 3,0 yl de tampé&o de
amostra (“loading buffer’- 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) em cada
amostra amplificada. Um volume final de 10 pl foi aplicado em gel de agarose a
1,5%, contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml) e posteriormente, submetido a
eletroforese horizontal em cuba Sunrise por 2 h a uma corrente elétrica de 100 V,
conduzida em tampé&o TBE 1X (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM
com pH 8,3), também adicionado de brometo de etidio (0,5 pg/ml). Em todas as
eletroforeses realizadas, adotou-se o emprego de uma amostra de DNA, com
fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb (“1kb DNA ladder”),
produzida pela Invitrogen®, a qual serviu como referéncia de migracéo
eletroforética para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos nas reacdes
de amplificacdo. Posteriormente, os géis de agarose foram visualizados sob luz
ultra violeta (UV) e fotodocumentados em equipamento fotodocumentador (GEL
DOC 2000 - Bio-Rad®), por meio do “software Quantity-one”.

3.4 - Caracterizagdo dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 por PCR-
RFLP

Os fragmentos resultantes da amplificacdo para os genes cry3, vip1, vip2 e
vip1/vip2 foram posteriormente submetidos a analise de caracterizacdo molecular
por meio da técnica de PCR-RFLP. Para a escolha das enzimas de restricdo

utilizadas nesta técnica, todas as sequéncias das subclasses foram analisadas no
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“software pDRAW 32” (AcacloneSoftware), o qual forneceu a localizagcdo dos
iniciadores gerais, as enzimas de restricdo e 0s seus respectivos sitios dentro da
regiao amplificada dos genes. Desta forma, foram identificadas as enzimas que
cortariam o produto, quantos fragmentos seriam gerados e seus respectivos
tamanhos. Na Figura 7 verifica-se a localizagdo dos iniciadores Gral-cry3 (direto e
reverso) na analise da subclasse cry3A6 (Ben-Dov et al., 1997) utilizando este
software, bem como as enzimas EcoRI e Hpall, que foram selecionadas para as
reacdes de restricdo para o gene cry3. Com relacdo as enzimas de restricdo
selecionadas para os outros genes, obteve-se: gene vip1 — Alul e Mbol; gene
vip2 — Hpall e BsaAl; gene vip1/vip2 — BsaAl e Sau96l. Estas foram sintetizadas
pela empresa Biolabs®, cada qual com o seu respectivo tampao.

Apds a amplificacdo do DNA dos isolados com os iniciadores mencionados
anteriormente, foram realizadas reacdes de restricdo para cada produto obtido. As
reacdes foram conduzidas em um volume total de 10,0 ul, contendo 3,0 ul do
produto amplificado de cada isolado, 1,0 pl do tampao 10X, especifico para cada
enzima, 1,0 pl da enzima de restricdo e 5,0 pl de agua Milli-Q estéril.
Posteriormente, foram incubadas a 37°C e o tempo de incubagéo variou para cada

enzima, conforme orientacées do fabricante.
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Figura 7. Posicao da regidao amplificada na ORF cry3A6 de B. thuringiensis com
0s respectivos iniciadores e enzimas de restricdo selecionadas.
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Apds a realizacao das restrigdes, um volume de 10 ul de cada amostra,
acrescido de 3,0 ul de tampao de “loading buffer”, foi aplicado em gel de agarose
1,5%, contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml) e em seguida submetido a
eletroforese horizontal em cuba Sunrise por 2 h a uma corrente elétrica de 100 V,
conduzida em tampao TBE 1X, também adicionado de brometo de etidio (0,5
pg/ml). Adotou-se também o emprego de uma amostra de DNA com fragmentos
de tamanhos conhecidos, multiplos de 1 kb “1 kb DNA ladder” (Invitrogen®), a qual
foi utilizada como referéncia de migracao eletroforética para verificacdo dos
tamanhos dos fragmentos que foram obtidos nas reagdes de restricao, utilizando
também uma amostra do produto amplificado, nao restringido, obtido para a
linhagem B. thuringiensis var. tenebrionis.

A combinacdo de cada produto amplificado de PCR com presenca ou
auséncia de sitio de restricdo para cada enzima foi utilizada para definir a
existéncia de alelos para um loco particular. A analise de haplétipos por este
método foi representada pela combinagao de alelos (amplificacao + restricdo) para
cada um dos locos.

Posteriormente, os isolados que apresentaram diferentes padrbes
polimérficos para cada gene em estudo, foram utilizados nas analises de
toxicidade por meio do bioensaio seletivo, o qual verificou a possivel relagdo entre
os polimorfismos génicos e a efetividade das proteinas de B. thuringiensis em

larvas de A. grandis.

3.5 - Obtencao das proteinas Cry3, Vip1, Vip2 e Vip1/Vip2 de B.

thuringiensis

Conforme analise realizada por meio da técnica de PCR-RFLP, os isolados
que apresentaram diferentes perfis polimorficos foram submetidos a avaliagdo de
patogenicidade.

Para se obter as proteinas Vip1, Vip2 e Vip1/Vip2 a partir do sobrenadante

da cultura dos isolados selecionados de B. thuringiensis, uma aliquota das
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amostras foi repicada por estriamento em placa de Petri contendo meio de cultura
sélido TB (“Terrific Broth”) adicionado de agar. Estas foram incubadas em BOD a
30°C por aproximadamente 20 h. Apds esse periodo, fez-se uma pré-cultura das
amostras, na qual uma col6nia foi coletada e inoculada em erlenmeyer de 125 mi
contendo 10 ml de meio de cultura TB e colocado em agitador de incubagao “New
Brunswick” modelo G25 a 275 rpm a 30°C.

Apos o crescimento bacteriano, quantificou-se a densidade 6ptica 595 nm
(DOsgsnm) das amostras em espectrofotbmetro Beckman® (modelo DU-640B),
igualando-as a uma mesma DOsgsnm, @ qual deveria estar entre 0,1 e 0,3 para
cada amostra. O periodo total de crescimento da pré-cultura foi de
aproximadamente 50 min.

Em seguida, inoculou-se 1,0 ml da pré-cultura de cada amostra em 40 ml
de meio de cultura TB, as quais foram deixadas no agitador de incubacéo a 275
rom, a 30°C, por 12 h. O meio de cultura foi centrifugado (Beckman J2-21) em
tubos de 50 ml a 8000 rpm por 20 min, a 4°C. Logo apdés o término da
centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para tubos Falcon de 50 ml, para
evitar a suspensdo de esporos ou células bacterianas provenientes do “pellet”,
retidos no fundo do tubo apo6s centrifugacéo. Por fim, para comprovar a auséncia
de células bacterianas e esporos, foram feitas laminas de microscépio 6ptico com
os sobrenadantes coletados. ApOs esse procedimento, as solugdes com as
proteinas Vip (sobrenadante) foram armazenadas sob refrigeracdo, encontrando-
se prontas para uso direto no biensaio.

Para se obter a proteina Cry3, inicialmente fez-se o preparo das solugdes
de esporos/cristais. Os isolados que seriam testados nos bioensaios foram
colocados em placas de Petri com meio de cultura Nutriente Agar (NA) e
incubados a 30°C por 96 h (4 dias), de forma que atingissem a completa
esporulacao.

ApoOs esse periodo, com o auxilio de uma alga de platina, todo o conteudo
das placas de Petri foi coletado, separadamente. O conteudo bacteriano de uma
unica placa, que representou o material de um unico isolado de B. thuringiensis,

foi transferido para tubos “Falcon” com 15 ml de capacidade, contendo 7,0 ml de
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agua destilada esterilizada Milli-Q e 1% de TWEEN-20 (espalhante adesivo).
Depois de completar a homogeneizagdo em aparelho tipo vortex, os esporos
foram diluidos e quantificados por ml da suspensao, por meio da leitura em
camara de Newbauwer de modo que as suspensdes fossem padronizados a uma
concentragao de 3 x 10% esporos/ml (ALVES & MORAES, 1998).

E interessante destacar que em B. thuringiensis existe uma relagdo em que
a producdo de um esporo no citoplasma da célula corresponde a respectiva
producao de um cristal. Dessa forma, a concentracéo de esporos permite inferir a
existéncia equivalente de inclusées cristalinas na biomassa, resultando na

atividade inseticida.
3.6 - Bioensaio de toxicidade em larvas de A. grandis

3.6.1 - Criagao de A. grandis

Para verificar a efetividade das proteinas Cry e Vip presentes na linhagem
padrao e nos isolados em estudo, realizou-se o teste de patogenicidade em larvas
neonatas de A. grandis. O bioensaio foi conduzido no Laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas (LBE), da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As
larvas de A. grandis utilizadas no bioensaio sdo provenientes de colbnias
estabelecidas no Laboratério de Insetos, também da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, onde é feita a criacdo do bicudo do algodoeiro,
conforme metodologia descrita por MONNERAT et al. (2000).

Os insetos foram criados em dieta artificial (Agar 2%, levedo de cerveja
2,72%, proteina de soja 4,48%, gérme de trigo 2,72%, pharmamedia 2%, acido
sérbico 0,1%, acido ascorbico 0,9%, glicose 2,72%, metilparabeno 0,08%, sais
minerais 0,05% e solugdo vitaminica 0,45%), a 28°C, 70% de umidade relativa
(U.R.) e fotofase de 12 h. Os ovos de A. grandis foram espalhados na dieta e ao
eclodir, as larvas desenvolveram-se até a eclosdo. Os adultos foram coletados e

transferidos para gaiolas destinadas a cépula e oviposicéo. Por fim, os ovos foram
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coletados, esterilizados e espalhados novamente na dieta (MONNERAT et al.,
2000).

3.6.2 — Bioensaio seletivo

Foi realizado para a analise de toxicidade e efetividade das proteinas de B.
thuringiensis o bioensaio seletivo, ou discriminante, cujo objetivo foi determinar
quais isolados apresentavam atividade tdxica ao inseto, ou seja, capazes de
causar no minimo 50% de mortalidade de larvas.

Para o ensaio de toxicidade contra A. grandis, foram utilizadas placas de
cultura de células (NUNC™), contendo seis pocos e preenchidas com dieta
artificial. O bioensaio seletivo foi realizado incorporando-se 1 mL de cultura
bacteriana em 4 mL de dieta artificial (descrita anteriormente), conforme descrito
por PRACA et al (2004). Apds a incorporacgao das culturas bacterianas na dieta, a
mistura foi vertida nas placas de cultura de células, e apds solidificagdo, foram
feitos 10 furos de aproximadamente 2 mm de didmetro e em cada furo foi
colocada uma larva neonata de A. grandis. O bioensaio foi mantido em camara de
incubacado com fotofase de 14 h e temperatura de 27°C. A leitura foi feita apos
sete dias.

No bioensaio foram testados 9 isolados de B. thuringiensis, havendo
também trés testemunhas (larva alimentada de dieta incorporada com meio TB;
larva alimentada de dieta incorporada com tween; larva alimentada apenas com a
dieta artificial) e dois controles positivos (B. thuringiensis var. tenebrionis +
esporo/cristal e B. thuringiensis var. tenebrionis + sobrenadante com a proteina
Vip) (Tabela 3). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo
constituido de 14 tratamentos e 2 repeticbes, com 10 larvas neonatas de A.

grandis por repeticéo, totalizando 20 larvas por tratamento.
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Tabela 3. Conteudo génico dos isolados de B. thuringiensis submetidos ao
bioensaio seletivo.

Isolado Tratamento Gene Regido de Origem
I_143 Tratamento 1 vip1/vip2 Coqueiral (MG)
|_144 Tratamento 2 vip1/vip2 Coqueiral (MG)
|_147 Tratamento 3 vip1/vip2 Desconhecida
| 149 Tratamento 4 vip1/vip2 Desconhecida
| 73 Tratamento 5 vip1/vip2 Santa Helena (GO)
1_48 Tratamento 6 vip1/vip2 Campinas (SP)

1 02 Tratamento 7 cry3 Desconhecida
I_05 Tratamento 8 cry3 Desconhecida
I_09 Tratamento 9 cry3 Desconhecida
B. thuringiensis Tratamento 10 vip1/vip2 Desconhecida

var. tenebrinonis
B. thuringiensis Tratamento 11 cry3 Desconhecida

var. tenebrinonis

Testemunha + Tratamento 12 - -
meio TB
Testemunha + Tratamento 13 - -
tween
Testemunha Tratamento 14 - -

3.7 - Analise estatistica dos dados

Para a analise estatistica dos dados moleculares, foi criada uma matriz de
amplificacao + restricdo. Os dados foram agrupados e submetidos a analise de
variancia molecular (AMOVA) por meio do “software Arlequim” (SCHNEIDER et
al., 2000; EXCOFFIER et al.,, 1992), estimando dessa forma a diversidade
genética e analisando a estrutura de grupos.

A analise de agrupamento por método hierarquico foi utilizada para explorar
a estrutura de grupos contida nos genes vip, considerando informagées do PCR-
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RFLP. O processamento da analise foi feito com o “software Statistica”, versdo 7.0
(STATSOFT, 2004), considerando como medida de semelhanca a distancia
euclidiana e como método de ligagao entre os grupos o método de Ward (HAIR et
al., 2005). A estrutura de grupo resultante consta de um grafico em forma de
arvore denominado dendrograma.

Com relacdo aos ensaios de toxicidade, os resultados foram submetidos a
analise estatistica utilizando o teste t para verificar a existéncia de diferengas
significativas entre as médias obtidas. Realizou-se também uma analise
discriminante entre os tratamentos com a finalidade de verificar diferengcas de
toxicidade entre as proteinas utilizando o “software Statistica®, versédo 7.0
(STATSOFT, 2004).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Identificagao dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 por PCR

A comprovagdo da presenca dos genes foi realizada por meio da
amplificacdo do DNA de 1078 isolados de B. thuringiensis, 0os quais apresentaram
diferentes tamanhos de produtos amplificados.

Na Figura 8 estdo representados os perfis dos DNAs amplificados com os
diferentes iniciadores, destacando que os isolados apresentaram um produto de
amplificacdo com o tamanho esperado. Para o gene cry3, o tamanho para os
produtos foi cerca de 620pb. Com relagcdo aos genes vip1, vip2 e vip1/vip2 os
tamanhos foram de cerca de 585pb, 845pb e 742pb, respectivamente. Obteve-se
também, os mesmos tamanhos esperados para os produtos obtidos da
amplificacdo da linhagem de B. thuringiensis var. tenebrionis, utilizada como
controle positivo, com os iniciadores para os genes em estudo.

Em toda a colecdo avaliada (1078 isolados), 14 isolados (1,29%)
apresentaram o produto de amplificagdo esperado para o gene cry3. Em relagao
ao gene vip, 134 isolados corresponderam ao gene vip1 (12,43%) e 62 isolados

(5,75%) ao gene vip2. Mas, ainda, 139 isolados (12,89%) apresentaram um
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produto de amplificacdo correspondente ao gene vip1/vip2, indicando uma maior
frequéncia deste na colegcédo analisada. Ressalta-se também que nenhum isolado
amplificou para os quatro genes em estudo, de forma simultdnea (Tabela 4) e que

diversos isolados amplificaram para mais de um gene vip.

750 pb
500 pb
250 pb
750 pb 750 pb
500 pb 500 pb
250 pb 250 pb

Figura 8. Eletroforograma representando os produtos amplificados por PCR dos
isolados de B. thuringiensis, com os indicadores: (A) Gral-cry3 (620pb);
(B) Gral-vip1 (585pb); (C) Gral-vip2 (845pb); (D) Gral-vip1/vip2 (742pb).
MM — 1 Kb DNA ladder; 1- B. thuringiensis var. tenebrionis; CN-
Controle negativo da reagao.
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Tabela 4. Composicédo e frequéncia dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2
presentes na colecéo de 1078 isolados de B. thuringiensis.

Genes Nimero de isolados Detecc¢ao (%)
cry3 14 1,29
vip1 134 12,43
vip2 62 5,75
vip1/vip2 139 12,89

A PCR permite uma rapida determinacdo da presenca ou auséncia de
sequéncias conhecidas, sendo uma caracterizacdo altamente sensivel e
relativamente rapida. Esta técnica, utilizada inicialmente por CAROZZI et al.
(1991) para identificar genes cry relacionando-os com sua atividade inseticida, é
uma ferramenta que ainda tem sido amplamente utilizada para a identificagéo de
genes que codificam proteinas Cry e Vip e para a analise de diferentes colecdes
de B. thuringiensis (BEN-DOV et al., 1997; BRAVO, 2001; NAZARIAN et al., 2009;
BAIG & MEHNAZ, 2010).

E interessante destacar que, também por meio da PCR, resultados
semelhantes a este estudo foram obtidos por HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.
(2009), quanto a frequéncia dos genes vip1 e vip2. Analisando 507 isolados, estes
autores obtiveram 10,7% de isolados amplificados para o gene vip1 e 9,1% para o
gene vip2. Diferentemente, foi encontrada uma elevada frequéncia de genes vip2,
em colec¢des de B. thuringiensis isolados de plantagdes de café na Costa Rica,
(ARRIETA et al., 2004). ARRIETA & ESPINOZA (2006) também obtiveram
resultados contrastantes ao avaliar 146 isolados em seu trabalho, no qual
relataram apenas 1 isolado positivo para o gene vip2 e auséncia do gene vip7 na
colecao analisada.

Para o gene vip1/Nip2, WARREN (1997) descreveu uma distribuicdo de
11,9% entre os isolados avaliados, de forma semelhante ao percentual encontrado
no presente trabalho. Outro grupo (ESPINASSE et al., 2003), em um trabalho de
ocorréncia de toxinas inseticidas em B. thuringiensis, analisou 125 isolados quanto

a presenca de genes cryll, vip1/vip2, vip3 e producdo de B-exotoxina I, e
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identificaram genes vip1/vip2 em 34,4% dos isolados estudados, demonstrando
um percentual superior ao encontrado neste trabalho.

Apenas 1,29% dos isolados foram positivos para o gene cry3, diferindo dos
resultados de BRAVO et al. (1998), PINTO & FIUZA (2008) e NAZARIAN et al.
(2009), que relataram uma maior presenca de genes cry3 nos isolados testados,
variando entre 12,5, 21,70 e 22,34%, respectivamente. Entretanto, BEN-DOV et al.
(1997) nao identificaram este gene em seus trabalhos.

As diferengas encontradas entre os trabalhos analisados e os resultados obtidos
neste estudo evidenciam a ampla distribuicdo de B. thuringiensis em diferentes
habitats e ecossistemas e a elevada diversidade génica que apresenta.

E importante destacar que nZo se verifica na maioria das colecdes
estudadas uma alta frequéncia de genes colebdptero-especificos. Com relagcéo a
distribuicdo geografica de B. thuringiensis, AZAMBUJA (2006) associou a
presenca de determinada classe génica em diferentes cole¢des com o local de
origem (fatores bibticos e abibdticos) de B. thuringiensis, indicando a possibilidade
de haver relacao entre eles. FATORETTO (2002) destaca também, a importancia
dos estudos que verifiquem a abundancia, a distribuicdo e a diversidade de
isolados de B. thuringiensis, os quais sao importantes ndo apenas para a busca de
novas alternativas de controle de insetos-praga, por meio de isolados com
especificidade toxica diferente daqueles atualmente descritos, mas, também para
esclarecer questbes relacionadas a evolugcdo e as relagbes ecoldgicas desta
espécie.

Conforme relataram PINTO & FIUZA (2003), a distribuicdo de genes na
colecdo analisada, comparada a outras regides geograficas, revelou diferencas
que também podem estar associadas a fatores abibdticos, como caracteristicas
fisico-quimicas do solo, as quais nao foram avaliadas nesta pesquisa.

Com relacao aos isolados que ndo amplificaram para os genes em estudo,
€ pertinente mencionar as sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras utilizadas, as
quais foram desenhadas a partir de sequéncias consenso por meio do
alinhamento de poucas subclasses descritas, conforme relatado na literatura.

Desta forma, pode-se presumir a existéncia de subclasses de genes coledptero-
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especificos que ainda ndo foram caracterizadas ou relatadas, e
consequentemente n&do foram amplificadas para os genes cry3, vip1, vip2 e
vip1/vip2 deste estudo.

A identificacdo de genes vip e cry em cole¢des de B. thuringiensis € uma
ferramenta imprescindivel, pois permite a sele¢cdo de isolados especificos para
serem utilizados em bioensaios, que s&o potencialmente tdxicos para
determinadas ordens de insetos. As analises realizadas quanto a diversidade de
proteinas téxicas nos isolados testados demonstram o grande potencial que
possuem para o controle de diferentes espécies de pragas de importancia
econdmica, destacando-se aqueles da ordem Coleoptera. Destaca-se também a
relevancia dos estudos de distribuicdo de genes vip e cry dentro de uma colecao
de isolados, a qual pode auxiliar no entendimento do papel de B. thuringiensis no
ambiente.

Verifica-se, portanto, que a PCR continua sendo uma técnica importante
para avaliar a composigédo génica de cole¢des de B. thuringiensis, sendo também
utilizada como um indicador para a previsdo de toxicidade (THULER, 2007;
COSTA, 20009).

4.2 - Caracterizagao dos genes cry3, vip1, vip2 e vip1/vip2 por PCR-

RFLP

Apds a obtencédo do produto de amplificagdo dos genes em estudo para
todos os isolados analisados, procurou-se detectar possiveis polimorfismos nesta
regido utilizando a técnica de PCR-RFLP, a qual poderia indicar a presenca de
novas subclasses de genes nos isolados. Para tanto, a escolha das enzimas de
restricao foi feita utilizando-se o “software pDRAW 32” (AcacloneSoftware).

Os produtos oriundos da amplificacdo nos isolados para os genes cry3,
vip1, vip2 e vip1/vip2 foram submetidos a reacdes de restrigdo, separadamente,

utilizando as enzimas: EcoRl, Hincll e Hpall para o gene cry3 (14 isolados); Alul e
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Mbol para analisar o gene vip1 (134 isolados); Hpall e BsaAl para o gene vip2 (62
isolados) e BSaAl e Sau96! para avaliar o gene vip1/vip2 (139 isolados). O perfil
polimérfico obtido para a linhagem B. thuringiensis var. tenebrionis foi utilizado
como parametro comparativo em todas as reacdes de restricéo.

Para todos os genes analisados foram obtidos polimorfismos, indicando a
presenca de diferentes alelos para os respectivos genes. Com relagdo ao gene
cry3 e vip1, trés padrbes polimorficos foram obtidos apos as analises da restricao.
Para os genes vip2 e vip1/vip2 encontraram-se dois perfis polimorficos (Tabela 5).
Estes resultados permitiram a caracterizacdo haplotipica dos isolados de B.
thuringiensis deste trabalho.

O objetivo das analises de restricao foi verificar o grau de heterogeneidade
genética destes isolados, com base nos loci analisados e constatar a possivel
existéncia de relacao entre os perfis polimérficos obtidos e a mortalidade em

larvas de A. grandis.

Tabela 5. Padrbes representativos das restricbes obtidas por meio da técnica de
PCR-RFLP para os genes cry € vip.

Tamanho estimado dos fragmentos de restricao (pb)

Gene Numero de Produto Hpall EcoRI Hincll Alul Mbol BsaAl Sau96l
acesso (pb)
(subclasses)

U10985 (cry3A6)
cry3  X17123 (cry3Baf) 620 286;255 192,349  109; 432 - - - -

M89794
(cry3Bb1)

X59797 (cry3C)

vip1 AJ872073 585 - - - 300; 250 180; 300 - -
vip2 AJ872074 845 350; 500 - - - - 250; 550 -
vip1/vip2 vip1Aa/vip2Aa
(Warren et al,
1996) 742 - - - - - 181; 514 254; 441
vip1Ab/NVip2Ab

(Warren et al,
1996)




40

Os resultados obtidos por meio da PCR-RFLP indicam uma significativa
conservagao nas sequéncias dos produtos amplificados, evidenciada pela
identificacdo de somente trés alelos para as enzimas que obtiveram um maior
numero de sitios de restricdo. Entretanto, essa variabilidade genética observada
pode indicar a possibilidade da existéncia de mais de uma subclasse de gene
cry3, vip1 ou vip2 nestes isolados. A analise dos genes cry e vip, por meio desta
ferramenta, resultou na identificagdo e caracterizacdo dos genes analisados,
sugerindo a presenca de diferentes subclasses de genes coledptero-especificos
dentro da colecgdo de isolados deste estudo.

Diversos trabalhos relatam a ocorréncia de genes vip e cry em isolados de
B. thuringiensis sendo determinada apenas por meio da PCR (LOGUERCIO et al.,
2002; ESPINASSE et al., 2003; ARRIETA & ESPINOZA, 2006; NAZARIAN et al.,
2009; BAIG & MEHNAZ, 2010;). Porém, essa abordagem permite apenas a
identificacdo da familia do gene amplificado e ndo a subclasse que o gene em
estudo pertence. Diante disso, a técnica de PCR-RFLP vem sendo utilizada para
auxiliar na deteccgéao e caracterizagdo de diferentes subclasses de genes cry e vip
(SAUKA et al., 2006; BEARD et al., 2008; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009;
LIU et al., 2009).

Entretanto, conforme verificado por HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.
(2009), a metodologia utilizada neste estudo n&o permite diferenciar genes
intimamente relacionados, na qual obtém-se perfis de restricdo semelhantes para
estes genes.

Atualmente, a identificacdo de genes cry e vip em isolados de B.
thuringiensis é realizada utilizando multiplas reacbes de PCR, com diferentes
pares de oligonucleotideos iniciadores selecionados a partir de regides
conservadas nos diferentes grupos génicos, os quais séo identificados segundo as
diferengas de tamanho dos produtos amplificados, tendo algumas restricoes.
Estes iniciadores, especificos para amplificagdo de determinados grupos de genes
nao permitem a deteccdo de grande parte dos genes atualmente conhecidos,
apresentando, portanto, uma grande desvantagem, o grande numero de isolados

que permanecem sem ter seus genes conhecidos (FATORETTO, 2002).
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Diante disso, com o advento das técnicas de sequenciamento do DNA, a
identificacdo de genes de B. thuringiensis potencialmente toxicos contra insetos
vem se tornando mais rapida e eficiente, sendo possivel detectar um maior
numero de genes, com maior precisdo e, cujas diferencas ndo sao identificadas
somente por meio de analises de tamanho dos fragmentos obtidos apos
amplificacdo. Assim, o processo de descoberta de novos genes com novas
especificidades esta acelerando e consequentemente o incremento dos

programas de controle biologico e de transgenia a base de B. thuringiensis.

4.3 - Analise estatistica dos dados

A analise da estrutura genética por meio do “software” Arlequin permitiu a
caracterizacdo haplotipica dos isolados de B. thuringiensis da colegdo. Nas
Tabelas 5 e 6 estéo listados os diferentes haplétipos, obtidos ap6s analise alélica
(amplificagéo + restricado) determinada por PCR-RFLP.

Verificou-se a formagao de grupos entre os 151 isolados avaliados em 14
haplétipos na analise da colegao, sendo que 3 correspondem ao gene cry3 e 11
ao gene vip (vip1, vip2 e vip1/vip2). Em relacdo aos haplotipos obtidos para o
gene cry3, a frequéncia do haplétipo 3 foi de 0,6 dentro da colegéo estudada. Para

os haplétipos 1 e 2, a frequéncia observada foi de 0,2 cada (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia e distribuicdo de haplétipos para o gene cry3.

No. Frequéncia Haplétipo
1 0.20000 1111
2 0.20000 1222
3 0.60000 1233

Para os genes vip analisados, obteve-se uma frequéncia de 0,4 para os
isolados agrupados nos haplétipos 2 e 5, demonstrando a elevada frequéncia com
que estes aparecem na colecdo. Os isolados restantes distribuem-se em 9

haplétipos com frequéncia inferior (Tabela 7).
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Tabela 7. Frequéncia e distribuicdo de haplétipos para os genes vip.

No. Frequéncia Haploétipo

1 0.007143 111111111
2 0.464286 111122000
3 0.035714 1711000000
4 0.007143 111132000
5 0.400000 111122121
6 0.007143 122122121
7 0.014286 122122000
8 0.021429 122142000
9 0.007143 111142000
10 0.014286 111122120
11 0.021429 122143122

No dendrograma da Figura 9 observa-se uma estrutura de grupos
estabelecida para os genes vip contendo dois grupos de isolados (G1 e G2) que
podem ser subdividos em dois subrupos cada um (G1_1, G1_2, G2_1e G2_2). O
grupo G1 é formado pelos isolados |_1, 1_3, 1 27,1 28, |_125 e |_135 subdivido
nos subgrupos G1_1: isolados | 1 e | 3 e G1_2: isolados | 27, 1 28, 1 125 e
I_135. O grupo G2 é formado pelos isolados | 2,1 4,1 32,1 33 e | _36 subdivido
nos subgrupos G2_1: isolados |_2,1 4 el 32 e G2_2: isolados |_33 e |_36.

Os grupos foram estruturados de modo que perfis polimérficos semelhantes
foram agrupados em um mesmo grupo no dendrograma. Assim, a analise
multivariada de agrupamento contribuiu na caracterizagdo da colecao de B.
thuringiensis, devendo ser utilizada na fase exploratéria em dados de toxicidade

de bactérias entomopatogénicas.
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Figura 9. Estrutura de grupos resultante da analise de agrupamento por método
hierarquico considerando a amplificacao e a restricdo dos genes vip17,
vip2 e vip1/vip2 de isolados de B. thuringiensis.

O numero de dados obtidos para o gene cry3 impossibilitou a analise de
agrupamento por método hierarquico e a consequente estruturacdo de grupos na
forma de um dendrograma, como foi estabelecido para os genes vip.

Diversos estudos de analise de diversidade de bactérias vém sendo
realizados nos ultimos anos. COSTA (2009) avaliou a estrutura de grupos de 45
isolados de uma colecgéao e identificou 21 hapl6tipos, dos quais 13 haplotipos séo
exclusivos dos isolados pertencentes a coleg¢édo de Jaboticabal - SP, evidenciando
a ocorréncia de variabilidade genética populacional entre os grupos formados. Os
resultados obtidos por PICCHI et al. (2006) permitiram detectar niveis de
diversidade genética variaveis no sistema de restricdo de Xylella fastidiosa, em
fung&o do hospedeiro e/ou localidade de origem da bactéria, utilizando analises de
estruturacdo de grupos genéticos. O estudo de THULER (2007) analisou a
estrutura genética de 650 isolados de B. thuringiensis de diferentes regides
brasileiras, com base nos resultados de amplificagdo e restricdo dos genes hblA,
plcR, nheBC e cry1, no qual obteve 78 haplotipos definidos para as populagbes de

diferentes regides.
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Com relacéo a analise da estrutura genética da colegéo de isolados de B.
thuringiensis por distribuicdo geografica, constatou-se entre aqueles amplificados
para os genes cry e vip (151 isolados), uma frequéncia maior de isolados com
origem no Estado de Minas Gerais (MG) (35,48%), seguido de Goias (GO)
(30,96%), Séao Paulo (SP) (7,09%) e Parana (PR) (0,64%). Cerca de 23,87% dos
isolados sédo de regibes ndo identificadas (NI). Baseando-se em estudos de
distribuicdo de B. thuringiensis em diferentes ecossistemas (PINTO & FIUZA,
2003; AZAMBUJA, 2006), foi evidenciado uma variabilidade regional entre os
isolados analisados.

As analises de agrupamento haplotipica para os genes vip permitiram
identificar dois importantes grupos que apresentaram maior frequéncia (haplétipos
2 e 5), e distribuem-se entre os Estados de MG e GO, respectivamente, que se
caracterizam por serem importantes regides agricolas, com destaque para culturas
como milho e soja, que s&o alvo de inumeros insetos-praga, inclusive da ordem
Coleoptera.

Embora ainda escassos, estudos de co-evolugdo de isolados de B.
thuringiensis com os seus hospedeiros suscetiveis (insetos-alvo) tém sido
propostos. Sua prospecc¢ao relacionada com as caracteristicas do habitat e a
diversidade genética sao estratégias importantes para a identificagdo de novas
proteinas Cry e Vip com diferentes especificidades (APOYOLO et al., 1995;
ARRIETA & ESPINOZA, 2006).

Sugere-se que a presenga de B. thuringiensis em diferentes ecossistemas
pode estar relacionada com o seu habitat, fatores bibticos e abibticos presentes.
Portanto, as analises de toxicidade tornam-se uma importante ferramenta para
corroborar a possivel relagdo existente entre a origem dos isolados, sua co-

evolugao e a presenca de polimorfismos em colegbes de B. thuringiensis.

4.4 - Bioensaio de toxicidade em larvas de A. grandis

Os niveis de eficiéncia inseticida das proteinas Cry3, Vip1, Vip2 e Vip1/vip2

contra larvas de A. grandis foram obtidos por meio de bioensaio seletivo,
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envolvendo 9 isolados de B. thuringiensis, os quais foram selecionados com base
nos diferentes perfis de restricao obtidos na PCR-RFLP (Figura 10). A linhagem
padrdo B. thuringiensis var. tenebrionis foi utilizada como controle positivo. Trés
controles negativos (testemunhas) foram utilizados neste experimento, onde a

dieta artificial n&o foi incorporada com as proteinas de B. thuringiensis.

Figura 10. Placa de cultura contendo dieta artificial e larvas de A. grandis (A/C);
larva de A. grandis ap0s realizagdo do experimento (sete dias) (B).

Na Tabela 8 observa-se a mortalidade obtida ap6s o bioensaio seletivo. Dos
nove isolados avaliados, quatro apresentaram baixa eficiéncia (< 35%) ao inseto-
alvo e cinco isolados apresentaram mortalidade média entre 35 e 75%. Estes
resultados diferem daqueles obtidos por MARTINS (2009), a qual avaliou a
efetividade de diferentes isolados de B. thuringiensis. Foram identificados cinco
isolados com elevado potencial para o controle de A. grandis, com valores de
mortalidade significativos nos ensaios de dose. MARTINS (2004) avaliando
também a toxicidade de B. thuringiensis em larvas de bicudo do algodoeiro e
constatou uma mortalidade superior a encontrada neste trabalho. Entretanto,
OLIVEIRA (2008) trabalhando com a evolugao in vitro de moléculas Cry8 ativas
contra A. grandis, constatou nos ensaios de atividade entomotdxica um percentual

inferior a 61% de mortalidade entre os tratamentos avaliados. PORCAR et al.
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(2010) analisando o efeito das toxinas Cry1 e Cry3 em larvas de coleodpteros,
também obtiveram uma taxa de mortalidade baixa, variando entre 7 e 15%.

Diversos trabalhos na literatura relatam uma baixa eficiéncia das toxinas Bt
em insetos da ordem Coleoptera. Uma menor efetividade destas proteinas em
coledpteros pode estar relacionada ao fato de que o pH intestinal destes insetos
varia entre neutro e um pouco acido, necessitando, entado, de uma ativagéo in vitro
(SCHNEPF et al., 1998). Diferencas na atividade proteolitica entre os insetos-alvo
podem também ser responsaveis pela especificidade e efetividade das toxinas.
Por exemplo, a principal protease digestiva de lepidopteros e dipteros é a serino-
protease enquanto nos coledpteros ocorre principalmente cisteino e aspartato-
proteases (MAAGD et al., 2001).

Tabela 8. Mortalidade média de larvas neonatas de A. grandis no bioensaio

seletivo.
Isolado Tratamento Mortalidade (%)
_143 Tratamento 1 45%
I_144 Tratamento 2 20%
I_147 Tratamento 3 40%
I_149 Tratamento 4 25%
|73 Tratamento 5 35%
|_48 Tratamento 6 30%
I_02 Tratamento 7 65%
I_05 Tratamento 8 55%
I_09 Tratamento 9 30%
B. thuringiensis var. Tratamento 10 40%

tenebrinonis (vip)
B. thuringiensis var. Tratamento 11 90%
tenebrinonis (cry3)
Testemunha + meio TB Tratamento 12 45%
Testemunha + tween Tratamento 13 45%

Testemunha Tratamento 14 30%




47

O ensaio apresentado neste trabalho demonstrou que dos 9 isolados
testados, apenas o isolado | 02 apresentou-se promissor para estudos mais
detalhados de toxicidade em larvas de bicudo do algodoeiro, com uma mortalidade
de cerca de 65%.

Pode-se inferir também uma possivel associacdo entre a presenca de
diferentes perfis polimérficos nos genes e a efetividade das proteinas inseticidas,
por meio da avaliacdo do bioensaio seletivo. O isolado |_02, mais efetivo para o
controle de A. grandis, apresentou padrdes de restricdo diferentes quando
comparado com os outros isolados e com a linhagem B. thuringiensis var.
tenebrionis, em relagdo as enzimas de restricdo utilizadas. Desta forma, torna-se
fundamental a realizagdo de estudos mais aprofundados de biologia molecular
(sequenciamento do gene cry3), de toxicidade e comparativos com outros isolados
que apresentaram o mesmo perfil de restricdo e que nado foram submetidos ao
ensaio seletivo, para assim verificar a presenca de provaveis mutagbes que
possam estar influenciando a efetividade da toxina.

O teste t mostrou existir diferenca signiticativa entre as médias dos valores
de sobrevivéncia e mortalidade (p = 0,0094), podendo ser visualizada na Figura
13. A média dos valores de larvas vivas (5,8) é superior a média dos valores de
larvas mortas (4,5) indicando que as proteinas utilizadas no bioensaio de

toxicidade nao apresentaram a efetividade esperada.
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Figura 13. Média de larvas vivas e mortas de A. grandis expostos a dieta
contendo proteinas dos isolados de B. thuringiensis.
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Realizou-se também uma analise discriminante entre os tratamentos com a
finalidade de verificar diferencas de toxicidade entre as proteinas utilizando o
“software Statistica”. A analise discriminante entre os tratamentos visualizada na
Figura 14 indicou que o Tratamento 7 (isolado |_02/gene cry3) respondeu de
forma mais efetiva nos ensaios com A. grandis quando comparado com 0s outros
tratamentos. Estes resultados s&do constatados por meio da analise da média e da
variancia encontradas.

Desta forma, é imprescindivel realizar estudos mais detalhados de biologia
molecular e de toxicidade para comprovar a eficacia do isolado | _02, o qual
indicou ser promissor para o controle de A. grandis.

A toxicidade de alguns isolados de B. thuringiensis a insetos-alvo pode
ocorrer por causa das interagdes sinergisticas entre as toxinas encontradas, ou
mesmo, pela interacdo destas com os esporos. Portanto, torna-se necessario
realizar bioensaios com proteinas individuais e em conjunto para confirmar a
toxina responsavel pela mortalidade e a interagdo presente (LEE et al., 1996;
SCHNEPF et al., 1998).
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Figura 14. Mortalidade média entre os tratamentos para os individuos de A.
grandis expostos a dieta contendo proteinas dos isolados de B.
thuringiensis.
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Varias toxinas cole6ptero-especificas tém sido descritas como toxicas para
diversos insetos. Dentre elas, destaca-se Cry1Ba e Cry1la para Leptinotarsa
decemlineata e A. grandis (MARTINS et al., 2006; NAIMOV et al., 2001; ZHONG
et al. 2000; MARTINS et al., 2008), Cry3A para Crysomela scripta e
Hypothenemus hampei (JAMES et al., 1999, LOPEZ-PAZOS et al., 2009) e
Cry22Ab para Diabrotica spp. e L. decemlineata (METTUS & BAUM, 2000).

Conforme relatado na literatura (FRANKENHUYZEN, 2009), um total de 47
toxinas Cry ja foram testadas contra 39 espécies de coledpteros. As espécies ou
géneros mais comumente testados foram Diabrotica spp. (24,0%), L. decemlineata
(20,8%), C. scripta (10,2%), Holotrichia ssp. (5,8%), Anomala ssp. (4,3%),
Tribolium castaneum (3,7%) e A. grandis (3,7%), de um total de 72,7% dos
coledpteros testados. Destaca-se também que os ensaios de toxicidade foram
mais frequentes na familia Chrysomelidae (62,6%).

Os resultados obtidos indicam um potencial da proteina Cry3,
especialmente, indicando que os estudos com estes isolados devem ser
aprofundados, tanto na parte molecular quanto nos ensaios de toxicidade, para
que se conhegcam suas proteinas e respectivos genes codificadores. A partir do
momento em que 0s genes potenciais sdo conhecidos, estes poderdo ser
aplicados na engenharia genética para a produgdo de organismos geneticamente
modificados, especialmente plantas de algodao, como método de controle ao A.
grandis, que €& um inseto endofitico e de dificl combate por métodos

convencionais.
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CONCLUSOES

A analise por PCR permitiu prever a atividade inseticida de diferentes
isolados de B. thuringiensis pela presenga dos genes cry3, vip1, vip2 e

vip1/vip2 coledptero-especificos.

A técnica de PCR-RFLP mostrou-se apropriada para a deteccédo da
variabilidade genética em B. thuringiensis, permitindo a identificacdo de
haplétipos e sugerindo a presenca de diferentes subclasses de genes

coledptero-especificos.

Os estados de Minas Gerais e Goias apresentaram frequéncia superior

de isolados coleo6ptero-especificos.
Foi verificada uma baixa mortalidade em larvas de A. grandis.

O isolado |_02, que apresentou perfis diferentes de polimorfismo quando
comparado com os outros isolados testados, respondeu de forma mais

efetiva no bioensaio seletivo em larvas de A. grandis.

A classe de proteinas Cry3 mostrou-se mais efetiva no controle de A.

grandis quando comparada com as proteinas Vip testadas.
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