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Figura 29. Eletroforese de proteinas totais de dois isolados de Bacillus thuringiensis,
isolados 113 e 133, em gel de poliacrilamida-dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) 6%
corado com Coomassie Brilliant Blue. 4 horas, 8 horas e 12 horas foram os tempos de
multiplicacéo celular apés a adicao do indutor IPTG até a extracao das proteinas totais.
18° C, 25° C e 37° C foram as temperaturas nas quais as amostras foram submetidas
durante o tempo de multiplicagcéo celular. 0,2, 0,4, 1,0 e 0,0 foram as concentracoes,
em mM, de IPTG adicionado em cada um dos pares de amostras. As barras horizontais
indicam a abrangéncia do tratamento/condicdo de multiplicacdo celular. As flechas
apontam para as bandas indicativas da proteina Cry produzida. M: marcador molecular
(KDa) PageRuler Unstained Protein Ladder (SM0661, Lote 00028137, Fermentas) e as

posicoes relativas a 120 e 150 KDa estao destacadas.............ccccoevvveviiiiiiiiiiiiiiiiiceeeen, 67

Figura 30. Visualizacdo das bandas protéicas na membrana de nitrocelulose pelo
Western-blotting com a constru¢do plasmidial 133.6, induzidas com 0,2mM; 0,4mM;
1,0mM de IPTG, a 18°C. As amostras correspondem a: 1 - controle n&do induzido a 0,0
mM; 12 - amostra 133.6, induzida com 1mM de IPTG; 3 - amostra 133.6, induzida com
0,4 mM de IPTG; 4 - amostra 133.6, induzida com 0,2 mM. M: marcador de peso

molecular de proteinas BenchMark™Protein Ladder (Invitrogen)...........ccoecvvviiieeennenn. 68

Figura 31. Painel A: Porcentagem de mortalidade dos diferentes tratamentos ao longo
do tempo. Painel B: Grafico do tipo “Box plot” evidenciando as diferencas estatisticas
entre os diferentes tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre

si estatisticamente entre si ao nivel de 5% de significancia pelo método de
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IDENTIFICAGAO, CARACTERIZAGAO E TESTE DE TOXICIDADE CONTRA
NEMATOIDES DE NOVOS GENES cry DE Bacillus thuringiensis

RESUMO - A producdo de alimentos é prejudicada devido a incidéncia de diversas
pragas e doencas. A fim de poder controla-las, utilizam-se uma grande quantidade e
variedade de produtos quimicos. Em muitos casos, esses produtos incidem sobre uma
vasta gama de organismos, fato este que causa um grande impacto no meio ambiente.
A fim de minimizar os efeitos negativos do uso de produtos quimicos com grande
espectro de acao, ha grande empenho no desenvolvimento de produtos cujos alvos
sejam especificos. Neste sentido, o uso do controle biolégico tem se apresentado como
uma alternativa bastante interessante. Dentre os varios sistemas utilizados no controle
biolégico de pragas, a bactéria Bacillus thuringiensis € a opgao de maior destaque. No
entanto, inumeros casos de resisténcia tém surgido ao longo destes ultimos anos,
devido aos produtos codificados pelos genes com acao entomopatogénica estarem
sendo utilizados de maneira descontrolada. Desse modo, a busca por novas proteinas
Cry é tarefa importante dentro da estratégia de controle biolégico de pragas agricolas.
Com o intuito de se identificar novos genes cry por meio de analises de PCR Multiplas,
seguida de analise por RFLP, identificaram-se 3 isolados de B. thuringiensis cujos
fragmentos de genes analisados diferiram entre si e das linhagens padrdo conhecidas
até o momento. Ao analisar essas sequéncias génicas depositadas no GenBank,
verificou-se que dois desses fragmentos de DNA pertencentes aos isolados 113 e 133
possuiam alta similaridade com os genes efetivos contra nematoides, uma terceira
sequéncia caracterizada a partir do isolado 123 n&o foi similar a nenhuma outra
sequéncia depositada no GenBank atualmente. Os isolados cuja sequéncia de
aminoacidos de suas proteinas Cry predita “in silico” mostraram-se similares a genes
cry previamente depositados no GenBank teve o respectivo gene caracterizado
completamente. Para tal, foram utilizadas varias técnicas como biblioteca gendmica,
hibridagdo de colbnias e caminhamento cromossdémico. Essa biblioteca foi analisada

utilizando o produto da PCR multipla como sonda. Os clones positivos tiveram o seus
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insertos sequenciados por meio de subclonagens e caminhamento cromossémico.
Finalmente, dois novos genes cry foram caracterizados, clonados em vetor de
expressao e suas proteinas foram expressas em linhagem apropriada de E. coli. A fim
de verificar a nematotoxicidade dessas proteinas, um bioensaio foi desenvolvido
utilizando nematoides de vida livre. Os resultados mostraram que a expressdo das
proteinas foi maior a 18°C, e confirmaram que nao sao expressas a 37°C, para todos os
tempos de inducgéo testados, além disso foi observado que a proteina clonada a partir
do isolado 133 tem uma massa molecular maior que a proteina clonada a partir do
isolado 113. Os testes dos bioensaios revelaram que os nematoides de vida livre
avaliados foram suscetiveis a estas proteinas Cry analisadas, confirmando o fato
previamente descrito que os nematoides podem ser alvos das proteinas Cry produzidas

por isolados desta bactéria.

Palavras-Chave: controle biolégico, caminhamento cromossémico, proteinas Cry,

bioensaio.
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IDENTIFICATION, CHARACTERIZATION AND TOXICITY EVALUATION AGAINST
NEMATODES OF NEW cry GENES FROM Bacillus thuringiensis

Summary — Food production is strongly harmed by a large amount of plant pests and
diseases. Aiming to control these problems, a large quantity and variety of chemical
compounds have been used. In many cases, these products cause a severe
environmental impact over a wide range of non-target organisms. In order to minimize
the negative effects of using chemical products with great action spectrum, there is a
great effort to develop products of which targets are specific. Therein, the biological
control has been presenting itself as a very interesting alternative. Among the various
systems used in biological control, the bacteria Bacillus thuringiensis is the option
pinpointed as the best notability. However, some resistance towards its use as a
biological controlling agent have been reported recently due to the uncontrolled use of
products decoded by genes of entomopathogenic action. Thus, the search of new Cry
proteins is an important task inside the strategy of biological control of field pests. In
order to overcome these situations efforts on the isolation and characterization of new
B. thuringiensis isolates using molecular techniques such as PCR and RFLP were
adopted and three B. thurigiensis isolates were compared among them and were
considered different among the known and described standard type strains up to the
present time. When part of the obtained gene sequences were compared to those
deposited on the GeneBank, it was possible to observe that for two of them, isolate 113
and 133, a high degree of similarity with sequences described as active against
nematodes; the third isolate, 123, had no similarity to any deposited sequence up to
date. The isolates, which aminoacid sequence of their Cry proteins “in silico” were
similar to cry genes earlier deposited on GenBank, had their respective gene fully
characterized. To this, several techniques have been used including genomic library,
colony hybridization and chromosomal walking. A genomic library was built for one of
the isolates and the generated clones were PCR analyzed with the positive clones
having their respective inserts sequenced after subcloning and using the chromosomal

walking sequence technique. Finally, two new cry genes were characterized, cloned
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using an expression vector and the respective proteins were expressed in appropriate
E. coli strain, so as to evaluate the nematoxicity by biossaying them against free living
nematodes. These results exhibited that the expressed proteins is higher at 18°C, and
they are not expressed at 37°C for all induction time intervals analyzed. Besides, the
expressed protein obtained from the isolate 133 has a higher molecular mass when
compared to the one obtained from isolate 113. The bioassays revealed that the free
living nematodes were sensitive to both analyzed Cry proteins confirming the previous

description of them acting on nematodes.

Keywords: biological control, chromosomal walking, Cry proteins, bioassays.



. INTRODUCAO

Em decorréncia das diversas atividades humanas, incluindo a agricultura, tem-se
aumentado cada vez mais a preocupacao em relagado aos problemas ambientais. Fato
que tem resultado na busca de uma melhor qualidade da produgéo agricola, com um
um enfoque ecoldgico, e, na tentativa de alcangar uma alimentacédo mais saudavel e
livre de agrotéxicos.

A utilizacdo desordenada do uso de inseticidas quimicos e o crescimento
populacional em nivel mundial, principalmente nos paises subdesenvolvidos, tem
demandado uma maior produgédo de alimentos e, por consequéncia, um maior controle
das pragas na agricultura. Portanto, qualquer politica publica objetivando o aumento da
producdo de alimentos deve considerar o uso de insumos menos agressivos aos
ecossistemas.

O uso continuo de agrotoxicos tem propiciado a selecdo de populagbes
resistentes de pragas, obrigando os produtores a utilizarem doses cada vez mais
elevadas (OOI, 1986). Além disso, a grande maioria dos inseticidas quimicos destroem
a fauna auxiliar, deixam residuos na vegetacdo, e nos proprios alimentos, e, em
inUumeros casos, contaminam o meio ambiente (FAN & HO, 1971). Portanto, é
necessario reduzir o uso desses produtos a fim de garantir uma producao de alimentos
de maneira mais sustentavel ambientalmente e mais saudavel aos consumidores.
Nesse sentido, os agentes de controle biolégico, sdo uma alternativa viavel a esse fim
(PRACA et al., 2004).

Dentre os agentes de controle biolégico, a bactéria gram-positiva Bacillus
thuringiensis Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae) tem merecido destaque no controle
de insetos. Trata-se de uma bactéria de solo (ALVES, 1998; POLANCZYK et al., 2008)
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que, durante a sua fase de esporulagdo, produz inclusdes cristalinas, chamadas
proteinas cristal (proteinas Cry) ou d-endotoxinas (BULLA et al., 1980), que sao toxicas
a larvas de insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Homoptera, Orthoptera e Mallophaga, bem como a outros grupos de organismos, tais
como nematoides, protozoarios e acaros (SCHNEPF et al., 1998; CAPALBO et al.,
2005). No entanto, proteinas Cry toxicas a nematoides, protozoarios e acaros sdo muito
raras.

A acgao dessas proteinas se inicia com a autdlise da bactéria, quando os esporos
dormentes, resistentes ao calor, e os cristais de proteina s&o liberados no meio (SILVA-
FILHO & FALCO, 2001; KUMAR et al., 2008; SCHWEMBER, 2008). Ao ser ingerida por
um inseto suscetivel, a proteina Cry sofre modificagdes e pode levar o inseto a morte.
Por outro lado, naqueles insetos resistentes, e nos demais organismos, essas proteinas
nao causam nenhum tipo de dano.

Atualmente é possivel encontrar um grande numero de produtos comerciais no
mercado a base de B. thuringiensis, tais como, Bactospeine, Thuricide, Dipel, Agree,
Bactur, Teknar, dentre outros. Além disso, uma grande quantidade de plantas
modificadas geneticamente com genes cry dessa bactéria pode ser encontrada, tanto
lenhosas, como alamo (Populus nigra) (WANG et al., 1996) e Eucalyptus camaldulensis
(HARCOURT et al., 2000), quanto espécies anuais, como o milho Maximizer™ da
Novartis, o algoddo Bollgard™ e a batata Newleaf™ da Monsanto (JOUANIN et al.,
1998).

Muito provavelmente devido a sua alta especificidade (GLARE & O
‘CALLAGHAN, 2000; KARIM et al., 2000; BOBROWSKI et al., 2003; POLANCZYK &
ALVES, 2003; BRAVO et al., 2007), é comum a ocorréncia de resisténcia dos insetos
aos bioinseticidas a base de B. thuringiensis, bem como as plantas geneticamente
modificadas com genes cry (GOULD et al., 2002; TABASHNIK et al., 2008).

Considerando a necessidade de diminuicdo do uso de pesticidas quimicos de
largo espectro e altamente poluidores do meio ambiente, a ocorréncia de resisténcia
nas pragas economicamente importantes no mundo inteiro, diversos isolados de B.

thuringiensis tém sido estudados a fim de sanar esses problemas e prover os
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laboratérios com novos genes cry. Esses novos genes sao Uteis para a substituicdo
daqueles genes cujas pragas passaram a ser resistentes, bem como para o controle
daquelas para as quais ainda nao se tinha descoberto um gene cry efetivo.

Recentemente, GONCALVES et al. (2009), por meio do uso de Multiplex PCR
seguida de clivagem com enzimas de restricao, identificou, dentre 44 isolados de B.
thuringiensis, trés com possiveis genes cry ainda nao caracterizados. Esses trés
isolados apresentaram um fragmento de DNA amplificado com o mesmo tamanho que
o amplificado na linhagem padrdo. No entanto, ap6s clivagem com as enzimas de
restricdo, verificou-se haver polimorfismos internos em relagédo a linhagem padrao.
Apds clonagem e sequenciamento desses trés fragmentos de DNA polimorficos,
verificou-se que dois deles apresentaram similaridade com o gene cry032 (gi|17979619|
gb|AAL50330.1|; e-value = 4e-94), efetivo contra nematoides (SUN et al.,, 1999), e
crylEa (gi|1946622|gb|AAD04732.1|; e-value = 4e-94), efetivo contra lepiddpteros
(HUEHNE et al., 2005), enquanto que o outro fragmento, clonado a partir do terceiro
isolado, nédo encontrou similaridade com nenhuma outra sequéncia depositada no
banco de dados GenBank do NCBI.

Portanto a fim de contribuir com a descoberta por novos genes cry de Bacillus
thuringiensis, buscou-se, neste trabalho, identificar, caracterizar, desafiar os novos

genes cry de Bacillus thuringiensis contra nematoides e detectar sua sua eficacia.



Il. REVISAO DE LITERATURA

11.1. Controle Quimico

A necessidade de utilizagcdo de pesticidas quimicos no controle de pragas, surgiu
com a necessidade de controlar formas de vida indesejaveis, tais como os insetos e
doencas que causam imensos danos na quantidade e na qualidade da producéo
agricola (JONATAN, 1989 ).

Durante muitos anos o controle de pragas utilizou-se essencialmente do uso de
produtos quimicos no intuito de elimina-las, ignorando a fauna benéfica presente no
agroecossistema. No entanto, apresenta desvantagens principalmente quanto ao
aspecto ambiental, pois o uso desordenado desses produtos fez com que fosse gerada
uma série de maleficios, como a resisténcia quimica dos insetos aos defensivos;
mudanca do "status" de algumas pragas, antes tidas como secundarias que passaram a
causar danos significativos, além de desequilibrios ambientais, pondo em risco a vida
de outros animais e a saude humana, principalmente pela contaminagéo dos alimentos
e da agua (PARRA et al., 2002).

De acordo com dados publicados pela Anvisa nos anos de 2008 e de 2009, mais
de 15% dos alimentos no pais tiveram residuos de agrotdxicos em excesso. Segundo
GUAZELLI, 2009, somente no Brasil, no ano de 2008, o pais foi considerado o maior
consumidor mundial de venenos agricolas (733,9 milhdes de toneladas), ultrapassando
os Estados Unidos (646 milhdes de toneladas). Em 2007, as vendas no Brasil
significaram 5.372 bilhdes de dolares e em 2008, 7.125 bilhdes.

O uso intenso de produtos quimicos na agricultura pode levar as pragas a se
adaptarem a estes pesticidas, o que obriga a utilizar de novos produtos, possivelmente

mais téxicos e mais prejudiciais ao meio ambiente. Além disso, estes produtos causam
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a destruicdo de inimigos naturais e intoxicacdo de homens e animais devido a poluicéo
do meio ambiente (BANDEIRA, 2009).

A medida que o homem toma consciéncia de que os inseticidas também o
prejudicam, ele procura recursos menos nocivos que possam ser igualmente eficientes
no combate as pragas, mas, menos danosos ao restante dos seres vivos. Assim,
devido o efeito potencial adverso ao meio ambiente associado a utilizagdo excessiva de
inseticidas quimicos, métodos alternativos para o controle de pragas tém sido buscados
pelo homem (PARENTE, 2007).

I.2. Controle biolégico de pragas

Muitos organismos das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera, causam
frequentes e sérios problemas para a produgdo de importantes espécies produtoras de
alimentos (LIMA et al., 2002). Estima-se que cerca de 67.000 espécies de insetos
causam danos as plantacdes, sendo as regides tropicais, normalmente as mais pobres
do mundo, as que mais sofrem com a alta incidéncia de pragas (HERRERA-
ESTRELLA, 1999). Somente devido aos fitonematoides, as estimativas indicam perdas
proximas a 100 bilhées de dolares anuais (SASSER & FRECKMAN, 1987).

Considerando esses fatos, perdas devido a incidéncia de pragas, e o
crescimento populacional mundial, vé-se que medidas devem ser tomadas a fim de
evitar o aumento da pobreza no mundo, uma vez que, estatisticas do ano de 2009
relatam que, devido a crise econdmica mundial, o numero de famintos ultrapassou, pela
primeira vez, a marca de 1 bilhdo de pessoas (FAO, 2009).

Logo, a crescente demanda da populagdo humana por alimentos tem forgado um
significativo aumento do uso de pesticidas na agricultura (SINDAG, 2003). Entretanto,
mesmo com uma movimentagdo comercial de inseticidas em torno de US$ 8,11 bilhdes
em 1997, as perdas de producéo continuam altas (PEFEROEN, 1997; DE MAAGD et
al., 1999). Com relagdo aos nematicidas, os gastos também sado elevados, pois em
1990 esses gastos foram estimados em 500 milhdes de délares, sendo que 50% desse
valor foi gasto no controle de Meloidogyne spp. (NORDMEYER, 1992).
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A busca por métodos alternativos de controle de pragas na agricultura pode levar
a um aumento na produgao de gréos, bem como contribuir para uma agricultura mais
sustentavel, com uma maior preocupagdo com a preservagcéo do meio ambiente, fruto
de uma menor aplicagdo de compostos toxicos (BOBROWSKI et al., 2003). Neste
contexto, os patdbgenos, predadores e parasitoides representam ferramenta importante
no controle dessas pragas com um minimo de impacto ao meio ambiente (PINTO &
FIUZA, 2003).

A aplicacdo de inseticidas microbianos tem se destacado, dentre as estratégias
de controle biologico utilizadas atualmente, principalmente, pelo menor custo desses
produtos em relagdo a outros bioinseticidas (PARENTE, 2007). Além disto, o publico
consumidor estd cada vez mais preocupado com a saude e seguranca, diante dos
efeitos maléficos dos produtos quimicos. A incorporagéo dessa forma alternativa como
parte de um manejo fitossanitario reduz os riscos ambientais e publicos do uso de
inseticidas sintéticos (ARCAS, 1996).

O uso de entomopatdgenos (agentes capazes de provocar doengas em insetos)
tem sido visto como uma alternativa para esse problema. A vantagem destes agentes
entomopatogénicos é que eles sdo quase sempre especificos e apresenta baixa ou
nenhuma toxidez aos vertebrados e insetos ndo alvos, ocorrendo naturalmente nos
campos cultivados (SOUZA et al., 2008)

Um dos entomopatogénicos mais utilizados é a bactéria Bacillus thuringiensis (B.
thuringiensis), que apresenta uma enorme vantagem em relacdo aos outros métodos:
possibilita isolar e expressar suas proteinas em outros organismos por meio de
transgenia. A manipulacdo genética deste patdogeno pode promover novas linhagens
potencialmente mais ativas (SOUZA et al., 2008).

Segundo SZEWCZYK (2006) e colaboradores, com a otimizacédo das
formulagdes a comercializagao se intensificou surgindo diversos produtos, preparados a
partir de diferentes subespécies de B. thuringiensis. Atualmente os EUA possuem cerca
de 200 produtos registrados, sendo responsavel por 2% do mercado mundial de

inseticida, e mais de 90% do faturamento com bioinseticidas.
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Estudos realizados por MONNERAT et al (2003) demonstrou que B.
thuringiensis é capaz de circular endofiticamente dentro da planta. A bactéria endofitica
pode ser utilizada como uma ferramenta promissora no controle de algumas pragas que
vivem ou se alimentam no interior de plantas, como os insetos sugadores e até mesmo

os fitonematoides.

1.3. Biologia de Bacillus thuringiensis

A primeira descoberta de doencas em insetos causadas por B. thuringiensis data
de 1901, quando o bidlogo japonés Ishiwata descreveu uma bactéria esporulante
responsavel pela mortalidade de populagdes do bicho-da-seda, Bombyx mori. O
pesquisador chamou essa nova bactéria de Bacillus sotto. Mais tarde, Ernst Berliner
descreveu a mesma bactéria, isolando-a de lagartas da traca da farinha, Anagasta
kuhniella, na Alemanha, em 1911. Em 1915, Berliner chamou-a de Bacillus
thuringiensis devido ao local onde as lagartas foram encontradas (WHITELEY &
SCHNEPF, 1986) e reportou a existéncia de cristais. Porém, a atividade destes ainda
era desconhecida.

A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (B. thuringiensis) € uma bactéria de
solo, gram-positiva, da familia Bacillaceae, que se multiplica em aerobiose e é
facultativamente anaerobia e pode ser encontrada nos mais variados ecossistemas
(ALVES, 1998; POLANCZYK et al., 2008). Ela apresenta duas fases principais durante
o seu ciclo de vida: uma de crescimento vegetativo na qual a bactéria se multiplica por
biparti¢gdo, e outra de esporulagéo que consiste na diferenciagéo da bactéria em esporo.
Essas bactérias sdo consideradas de ocorréncia ubiqua (KRYWINCZYK & FAST, 1980)
por terem sido isoladas de todas as partes do mundo, de diversos ecossistemas e de
varios substratos, como o solo, agua superficie de plantas, insetos mortos, teias de
aranha e graos armazenados (BRAVO et al., 1998).

Durante a fase de esporulacao, essa bactéria produz proteinas que formam um
cristal (SCHNEPF et al., 1998), as quais s&o classificadas em duas grandes familias de
toxinas, Cry (6-endotoxinas) e Cyt (CRICKMORE et al., 1998). As proteinas da classe
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Cry, apds serem ingeridas por um inseto, sédo solubilizadas no meio intestinal e ativadas
pela acao de proteases. As toxinas Cry ativadas se ligam a receptores especificos
presentes nas células epiteliais do intestino (BOONSERM et al., 2005) e, ao se ligar
nesses receptores, a toxina sofre uma mudanga conformacional necessaria para a sua
insergcdo na membrana. Apds a insercao, a toxina forma poros de ligagao ou canais, os
quais causam um inchamento e consequentemente ruptura da célula devido a lise
osmoética (KNOWLES & ELLAR, 1987). Este modo de agao confere a estas toxinas uma
grande especificidade. O uso desta bactéria no controle biolégico de pragas apresenta
vantagens comparadas ao uso de agentes quimicos de controle, uma vez que a sua
acao contra as pragas € altamente especifica, se comparada a maioria dos agentes
quimicos atuais, além de nao afetar outros organismos n&o alvos, tais como plantas,
animais domésticos e o proprio homem (LIMA et al., 2002). Por outro lado, os sitios de
ligacdo, por serem muito especificos, representam um mecanismo de aquisicdo de
resisténcia as 6-endotoxinas (FIUZA et al., 1996; DE MAAGD et al., 1999), fato que

enseja a busca frequente por novas toxinas.

Il.4. Proteinas Cry produzidas por Bacillus thuringiensis

Existem varias subespécies reconhecidas de B. thuringiensis. As mais utilizadas
como agentes de controle bioldgico s&o as subespécies kurstaki, israelensis e
tenebrionis, eficientes no controle de espécies de lepidopteros, dipteros e coledpteros,
respectivamente. Os genes que codificam a produgéo destas proteinas estado contidos
em grandes plasmideos ou no préprio genoma principal (GLARE & O’CALLAGHAM,
2000) da bacteéria.

Atualmente, uma grande quantidade de estirpes de B. thuringiensis foi isolada e
caracterizada, e varios laboratérios, continuam procurando novas toxinas. Existem
varias cole¢bes espalhadas pelo mundo e estima-se que mais de 50.000 estirpes de B.
thuringiensis ja foram identificadas (MONNERAT & BRAVO, 2000). Dentre estas

estirpes, existem aquelas que s&o eficazes contra diversas ordens de insetos
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(lepidopteros, dipteros e coledpteros) e contra outro grupo de invertebrados
(nematoides, acaros e protozoarios) (FEITELSON et al., 1992).

A efetividade de estirpes para controle de insetos é variavel para cada espécie
de inseto. A viruléncia das bactérias depende das suas diferentes caracteristicas
fisiologicas: producdo de toxinas e enzimas; taxa de crescimento e de multiplicacao;
adequagéao ao hospedeiro e suscetibilidade (HABIB & ANDRADE, 1998).

Em 1998, CRICKMORE e colaboradores propuseram uma nova classificacdo
das proteinas Cry, baseada na sequéncia de aminoacidos codificada pelos genes. Até
entdo, a classificagdo levava em consideracédo o perfil de toxicidade da proteina Cry
(CAPALBO et al., 2005). Entretanto, a semelhanga na sequéncia de aminoacidos,
geralmente, também indica uma similaridade no espectro de agédo contra os insetos-
alvo de uma proteina Cry (GRIFFITS & AROIAN, 2005). Atualmente existem mais de
340 diferentes genes cry e as proteinas Cry estdo agrupadas em 55 classes
(CRICKMORE, 2008), podendo ser encontrado até sete diferentes genes cry em um
mesmo isolado de B. thuringiensis (MARTINEZ e CABALLERO, 2002). Geralmente, o
tipo do gene cry presente em um isolado correlaciona a sua especificidade. Logo, a
identificacdo do gene em um isolado pode ser utilizada para predizer seu potencial ao
biocontrole, bem como a sua especificidade (WANG et al., 2003).

As proteinas Cry possuem duas regides distintas compostas por protoxinas: uma
porcdo amino-terminal (N-terminal), normalmente variavel, associada a toxidade da
proteina e uma porgdo carboxi-terminal (C-terminal), sendo esta conservada e
associada a formacéao do cristal (ARANTES et al., 2002; BRAVO et al., 2006). Baseado
na comparagdo da sequéncia primaria de aminoacidos, essas protoxinas podem ser
reunidas em dois grupos, sendo que o primeiro compreende estruturas com 130-135
kDa e o segundo compreende proteinas, naturalmente truncadas, com 70-73 kDa.
Independente do tamanho, a clivagem proteolitica é indispensavel para a toxicidade.

A estrutura terciaria de algumas proteinas (Cry1Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa,
Cry4Ba, Cry2Aa, Cyt2Aa) foram determinadas por cristalografia de Raio X ( LI et al.,
1991; GROCHULSKi et al.,1995; MORSE et al., 2001; GALITISKY et al., 2001;

BOONSERM et al., 2005, 2006). As estruturas tridimensionais descritas sdo similares e
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sdo formadas por trés dominios conservados. Cada um desses dominios & constituido
por cerca de 200 residuos de aminoacidos. As proteinas Cry produzidas por B.
thuringiensis apresentam diferentes formas, podendo ser bipiramidais, cubdides,
romboides, ovoides, esféricas, ou ainda, sem forma definida (HABIB & ANDRADE,
1998).

Considerando esses fatos, pode-se supor que pequenas alteragcdes de
aminoacidos na regidao N-terminal dessas proteinas podem alterar sua especificidade a
uma dada praga. BRAVO e colaboradores (2002) demonstraram que uma mutagao na
regido N-terminal da proteina Cry1Ac afetou a ligagdo e a formacgédo de poros dessa
proteina em membranas de Manduca sexta e teve sua atividade inseticida in vivo
diminuida. Outro exemplo é a proteina Cry22 que, inicialmente, foi identificada em um
isolado de B. thuringiensis ativo contra formigas (Hymenoptera) (PAYNE et al., 1997).
Subsequentemente, outras proteinas Cry22 foram caracterizadas com atividades contra
certos coleopteros, Cry22Ab e Cry22Ba (assim como Cry22A). Essas proteinas
possuem o mesmo peso molecular, em torno de 75 a 86 kDa. No entanto, a proteina
Cry22A possui quatro repeticbes imperfeitas de aproximadamente 80 aminoacidos
entre os residuos 261 e 575 e Cry22Ba nao tem essencialmente a primeira dessas
repeticbes, ou seja, uma pequena variacao nessa regiao foi capaz de alterar a sua
especificidade (MAAGD et al.,, 2003). Adicionalmente, alguns genes cry apresentam
toxicidade a mais de uma ordem de insetos, como por exemplo as proteinas Cry1l,
toxica a Lepidoptera e Coleoptera (TAILOR et al., 1992), e Cry1B, que € ativa a
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (ZHONG et al., 2000).

Apesar do grande numero de genes cry ja caracterizados, trés eventos podem
justificar a procura por novas proteinas cry especificas: primeiro, a ocorréncia de
insetos resistentes no campo (TABASHNIK et al., 1996); segundo, devido algumas
toxinas Cry compartilharem o mesmo sitio no receptor, competindo, desta maneira, por
um mesmo local (VANRIE et al., 1989; FERRE" et al., 1991; MASSON et al., 1995); e,
terceiro, devido haver, ainda, uma grande quantidade de pragas importantes para as

quais ainda n&o existe uma proteina Cry efetiva.
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I.5. Proteinas Cry com atividade contra nematoides

Os fitonematoides s&o pragas de dificil controle devido a sua biologia, por
apresentar uma grande quantidade de hospedeiros alternativos e devido a problemas
encontrados para a aplicagcdo do controle quimico, sendo que a erradicacdo €
praticamente impossivel. O tratamento quimico € comumente tido como uma forma
eficiente de controle dessas pragas. No entanto, a supressdo da populacdo de
fitonematoides por meio de tratamentos quimicos nao tem longa duragdo. Ademais, os
agrotéxicos utilizados no controle desses parasitas estdo sofrendo sérias restricdes
devido ao seu alto poder contaminante do meio ambiente (BROWN et al., 1991), bem
como, a sua baixa eficiéncia, uma vez que, com excec¢ao dos fumigantes, os demais
produtos ndo se movimentam no solo, sendo ativos somente no local onde foram
aplicados, e por apresentarem, em alguns casos, periodo de caréncia maior que o ciclo
fenoldgico da cultura ( BRODIE, 1971; STARR et al., 2002; SILVA & SANTOS, 2007).

Em relacdo aos custos, estima-se que o valor gasto no controle de nematoides
pode equivaler a trés vezes a soma dos gastos com o controle de insetos, fungos e
plantas daninhas (BIRD & KALOSHIAN, 2003). Esses fatos, aliado ao elevado custo do
controle quimico e a crescente conscientizagdo global da importancia de preservacéo
do meio ambiente e da saude, tém sido proibitivos ao uso do controle quimico para
fitonematoides.

Por outro lado, os fitonematoides possuem uma grande facilidade de
disseminacao, sendo levados facilmente pela agua (chuva, enxurrada, irrigacdo), por
implementos e/ou por partes vegetais contaminadas (tubérculos, raizes, etc).

Uma outra dificuldade com os fitonematoides esta relacionada a diagnose da
doencga. Frequentemente, tanto os danos causados como os sintomas da doenga
devido a infeccéo por fitonematoides podem ser confundidos ou agravados com outros
problemas de ordem fisiol6gica, como estresse hidrico e/ou deficiéncia nutricional, e/ou
pela ocorréncia de pragas e outras doencgas associadas. Essa confusdo se deve a
grande reducao da capacidade de absorver agua e nutrientes pelo sistema radicular.
Com isso, quando se percebe os sintomas, normalmente ndo ha mais o que se fazer
(CORDEIRO, 2003).
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Portanto, estratégias alternativas para controlar esta doenca estdo sendo
desenvolvidas e implantadas com vistas a reduzir as populagbes de nematoides a
niveis aceitaveis, capazes de causar o menor prejuizo possivel (FREITAS et al., 2001).

Estudos pioneiros com B. thuringiensis, que causam toxicidade em nematoides
de vida livre, tém levantado a possibilidade de que proteinas cry podem ser capazes de
controlar fitonematoides e fornecer biocontrole contra estas doencas (LI et al., 2007).

Embora tenha sido demonstrado que algumas proteinas Cry de B. thuringiensis,
sdo téxicas para uma ampla gama de nematoides de vida livre, a atividade potencial
destas proteinas contra fitonematoides ainda permanecem desconhecidas (CAPELLO,
2006).

SHARMA (1994) verificou que meios de cultura onde foram multiplicados
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis e B. thuringiensis var. Israelensis mostraram-se
muito téxicos a diferentes estagios do nematoide-do-cisto (Heterodera glycines
Ichinohe, 1952). Noutro estudo, a endotoxina purificada foi relatada como toéxica a ovos
de Meloidogyne sp. in vitro na concentragcdo 1:10 (PRASAD et al., 1972). O nematoide
causador de lesdes (Pratylenchus scribneri) foi suscetivel a B. thuringiensis, mas sua
eficacia ndo foi determinada devido a fraca solubilidade dessas toxinas (BRADFISH et
al.,1991). Ja segundo ZUCKERMAN et al. (1993), o isolado CR-371 de B. thuringiensis
apresentou controle sobre nematoides fitoparasitas, tanto para M. incognita quanto para
Pratylenchus penetrans (SHARMA et al., 2003).

Considerando a facilidade em se transformar culturas agricolas com genes cry
atualmente, a identificagdo de genes que conferem controle contra fitonematoides e a
sua posterior transferéncia para essas culturas poderia trazer grandes beneficios a
natureza e ao homem, em geral. Algo dessa natureza poderia diminuir os custos de
producdo de alimentos, poderia permitir o plantio em areas infestadas com esses
parasitas além de diminuir consideravelmente a contaminagéo do meio ambiente e dos
alimentos por pesticidas quimicos altamente toxicos. Como exemplo, pode ser citado
que a expressdo da proteina Cry6A em raizes de tomate transgénico reduziu a
producéo de ovos por Meloidogyne incognita de até 76% (LI et al. 2007), o que € um

feito consideravel em se tratando de fitonematoide.
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Comparando com proteinas Cry efetivas, por exemplo, para lepidépteros, a
estrutura e o0 modo de acédo das toxinas Cry nematicidas ndo tem sido claramente
compreendido. Na verdade, quase todos as toxinas Cry nematicidas registrado no
GenBank sao protegidos por patentes relacionadas (SICK et al., 1994; PAYNE et al.,
1998; SCHNEPF et al., 1998). Somente os dados raros sao apresentados. Fato este
lamentavel, pois a medida em que aumenta a evolugdo de proteinas Cry, também
podem ter como alvo os nematoides (filo de invertebrados), que quase sempre tem sido

ignorados.

11.L6. Deteccgao e isolamento de genes cry efetivos contra pragas

Com o advento da reacao da polimerase em cadeia (PCR), a identificacao de
novos genes cry foi facilitada (WANG et al., 2003). Por meio desta técnica pode-se
utilizar oligonucleotideos iniciadores, degenerados ou especificos, para genes cry
previamente caracterizados para amplificar e conhecer possiveis novos genes em B.
thuringiensis. Normalmente, nesses estudos, a PCR permite identificar uma pequena
regido de um gene cry de aproximadamente 400 a 600 pb. Além disso, a PCR permite
verificar tamanhos de fragmentos distintos, mas, per si, ela ndo permite comparar a
estrutura primaria desses fragmentos. Técnicas auxiliares devem ser utilizadas a fim de
poder comparar com maior confiabilidade os diferentes fragmentos produzidos pela
técnica de PCR. O uso da andlise de polimorfismos de tamanho de fragmentos de
restricio (RFLP) tem permitido, de maneira rapida e econbmica, realizar essa
comparagdo para um grande numero de sequéncias obtidas por PCR. Em seguida,
somente aqueles produtos da PCR que apresentaram diferencas para com o controle
apo6s analise pela técnica de RFLP s&o submetidos a clonagem e sequenciamento, a
fim de verificar a sua constituicdo de nucleotideos (KUO & CHAK, 1996; SONG et al.,
2003; WANG et al., 2003; STOBDAN et al., 2004).

Apesar de essas etapas permitirem comparar os fragmentos de genes de B.
thuringiensis com outros genes cry ou cyt depositados em bancos de dados gendmicos

(GenBank) e permitirem, em seguida, supor uma provavel classe/fun¢ao para o produto
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desse gene, até essa etapa n&o se pode, ainda, obter conclusdes definitivas a respeito
do gene em questdo. Portanto, faz-se necessario realizar analises complementares a
fim de caracteriza-lo completamente e desafiar o seu produto contra importantes pragas
agricolas a fim de determinar o seu potencial como controle biolégico.

Neste sentido, varios genes cry tem sido clonados, caracterizados e expressos
em Escherichia coli elou em B. thuringiensis mutante para genes cry (cryB’) (CHAK et
al., 1994; MOAR et al.,, 1994; KAO et al., 2003; HUANG et al.,, 2004; KUMAR &
UDAYASURIYAN, 2004; BHALLA et al.,, 2005; KUMAR et al., 2005; SAUKA et al.,
2005; BERON e SALERNO, 2007; SHI et al., 2007; ZHANG et al., 2007; ZHENG et
al., 2007; BUKHARI & SHAKOORI, 2009). Em alguns desses estudos as proteinas

produzidas foram purificadas e utilizadas em bioensaios e sua DLs, foi determinada.
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. OBJETIVO

Objetivo Geral
Este trabalho teve como objetivo geral identificar, clonar e caracterizar novos
genes cry em isolados de Bacillus thuringiensis, expressar as respectivas proteinas em

E. coli, e determinar a toxicidade contra nematoides.

Objetivos Especificos

Sequenciar novos genes cry utilizando a técnica de caminhamento
cromossémico;

Clonar os novos genes cry em vetor de expresséo;

Testar os isolados de B. thuringiensis contra nematoides.
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IV. MATERIAL E METODOS

IV.1. Isolado bacteriano, meio de cultura e condi¢des de cultivo

Cultivaram-se os isolados de B. thuringiensis 113, 123 e 133, pertencentes ao
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria da UNESP, Campus de Jaboticabal, em placas de
Petri contendo Agar Nutriente (3,0 g de extrato de carne; 5,0 g de peptona; 15,0 g de
agar; 1L de agua, pH 6,8) por 12 h a 30 °C. As coldnias obtidas foram inoculadas em 50
mL de meio BHI (“Brain Heart Infusion — médium”- Biobras) e multiplicadas por 4,5 h a

30 °C sob agitagao constante a 200 rpm.

IV.2. Extragao de amostras de DNA gendémico de Bacillus thuringiensis

O DNA genbémico dos isolados 113, 123 e 133 foram extraidos utilizando o
protocolo de extragcédo descrito por WILSON (1987), com algumas modificagbes: no final
da extracao o DNA foi ressuspenso em TE (10 mM Tris.Cl pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0)

contendo 10 pg/mL de RNAse, nao sendo necessario utilizar o CsCl.

IV.3. Preparagiao da Sonda

Os fragmentos de DNA dos isolados 113, 123 e 133 previamente identificado por
GONCALVES et al. (2009), foram clonados no vetor pGEM — T Easy (Promega) e

transferidos para Escherichia coli conforme metodologia descrita por SAMBROOK &
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RUSSEL (2001). Os clones recombinantes de E. coli foram multiplicados em meio de
cultura Luria-Bertani (LB) e os plasmideos foram extraidos com o auxilio do conjunto de
reagentes QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), conforme as recomendag¢des do
fabricante. Antes de proceder a obtencdo da sonda, alguns plasmideos foram
submetidos a um novo sequenciamento de DNA para a confirmacéo da identidade do
inserto. Em seguida, os respectivos insertos de DNA, cuja identidade foi confirmada por
sequenciamento de DNA no passo anterior, foram amplificados numa PCR com os
seguintes constituintes: 1 pL (100 ng/uL) do DNA plasmidial, oligonucleotideos
universais T7 e SP6 (0,5 uM de cada iniciador geral), 2,5 U de enzima Taq DNA
polimerase (5 U/uL - Invitrogen), 5 pL do tampao de reacdo 10X, 0,2 mM de dNTP, 1,5
mM de MgCl, e agua ultrapura q.s.p 50 pyL. As reacdes foram realizadas em um
termociclador da marca MJ Research, modelo PTC-100™, em um processo de
amplificacdo composto por um periodo de desnaturagdo do DNA a 94°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos, sendo cada um dos ciclos composto por 30 s a 94°C, 30 s a 41°C
e 1 min a 72°C. Ao final dos ciclos de amplificacdo as amostras foram submetidas a
uma extensdo final de 7 min a 72°C e, ao término, foram mantidas a 4°C até o momento
da sua retirada do termociclador.

Apo6s eletroforese em gel de agarose, as bandas de interesse foram excisadas e
purificadas do gel com o conjunto de reagentes QIAquick Gel Extraction Kit Protocol
(Qiagen). Os fragmentos de DNA obtidos foram utilizados como sonda nos

experimentos de hibridacdes.

IV.3.1. Condicdes de eletroforese

Apés as reacgdes, S5uL de cada amostra de DNA foram misturados a 2 yL de
tampéo de amostra (azul de bromofenol a 0,5% em glicerol 50%), aplicados em gel de
agarose 1,5% em tampao TEB (Tris 0,4 M, EDTA 0,1M, Borato 0,01 M) e submetidas a
uma corrente elétrica de 4 V/cm por cerca de 2 h. Em seguida, cada gel foi corado com
Brometo de etideo (EtBr) (10 mg/mL) (SAMBROOK & RUSSELL, 2001), visualizados
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sob fonte de luz U.V e registrados por meio de um sistema de fotodocumentacgéo digital
(Gel Doc 2000 Bio-Rad).

IV.4. Analise por Southern Blotting

As amostras de DNA gendmico de cada isolado foram clivadas
independentemente, utilizando 5 e 10 ug do DNA, com com cada uma das enzimas de
restricdo EcoRlI, Haelll, Hindlll, Taql, Hpall e BamHI numa reacdo contendo: 5 pL de
tampéao 10X, 5 pL (10 U/uL) de cada uma das respectivas enzimas de restricdo e agua
pura estéril para um volume final de 50 pL. Com excecdo da enzima Taql, que foi
incubada a 65 °C, todas as demais reagdes foram mantidas a 37 °C por 12 h. Os
fragmentos de DNA foram separados, em gel de agarose 1% em tamp&o TAE (tampao
Tris-Acetato-EDTA) sem EtBr. Apés uma corrida a 50 V por 3 h, o gel foi corado em
EtBr e a sua imagem fotodocumentada sob a luz UV.

Para cada amostra foi feito um gel, onde na primeira canaleta aplicou-se o DNA
de lambda clivado com Hindlll, seguido respctivamente, por toda a quantidade de DNA
total clivado com as enzimas EcoRlI, Haelll, Hindlll, Taql, Hpall e BamHI, nesta ordem.

Em seguida, as amostras de DNA clivadas foram transferidas do gel de agarose
para membrana de nailon Hybond N+, de acordo com instrugbes do fabricante
(Amershan Biosciences). A transferéncia ocorreu por capilaridade, durante um periodo
de 16 h. Decorrido este tempo, a membrana foi retirada, revestida por um envelope de
papel filtro e submetida a 80 °C por 2 h, para a fixagdo das moléculas de DNA na
membrana. A fim de certificar-se da total transferéncia do DNA para a membrana, o gel
foi corado com EtBr e observado sob a luz UV.

A marcacdo da sonda e o processo de hibridagdo foram realizados seguindo
recomendacdo que acompanha o conjunto de reagentes “Kit DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit II” (Roche).

Finalmente, a membrana foi colocada em contato com filmes de raios-X em
suportes apropriados e armazenada a temperatura ambiente por 1 h. Decorrido esse

tempo, o filme foi revelado utilizando o conjunto de reagentes GBX (Kodak) e analisado
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visualmente sobre um transiluminador de luz branca. Quando necessario, foi realizada

uma segunda exposi¢cdo das membranas a filmes de raios-X por 24 h.

IV.5. Constru¢cao da biblioteca genémica parcial contendo o fragmento de

interesse

Com o intuito de padronizar a metodologia para a construgcao das bibliotecas

gendmicas, iniciou-se o experimento com um unico isolado, 113.

IV.5.1.Preparacao dos vetores para a clonagem

O plasmideo pUC19 foi eletroporado em células eletrocompetentes de E. coli,
multiplicados e extraidos. Em seguida, foi linearizado por meio de clivagem com a
enzima EcoRI e desfosforilado com a fosfatase alcalina de bactéria (CIP).

Amplamente usado em clonagem molecular, esses plasmideos tém origem de
replicacao (ORI), um gene que atribui a bactéria resisténcia a ampicilina (AMP+) e uma
parte do gene lacZ de E. coli (lacZ’) que codifica um peptideo da [(-galactosidase.
Nestes vetores o fragmento lacZ’ foi modificado para conter um sitio de clonagem para
diversas enzimas, incluindo EcoRI. A inser¢ao de DNA neste sitio de clonagem inativa o
gene lacZ’ permitindo, assim, a identificacdo do clone recombinante pela cor branca da
coloénia de bactérias que contem o plasmideo recombinante Dois microlitros do vetor
foram adicionados a 40 pyL de células eletrocompetentes DH10B e submetido a
eletroporacao. A estes foram adicionados 960 yL de meio SOC [128,4 yL de KCI (1M),
100,0 pL de MgCl, (1M), 100,0 yuL de MgSO. (1M) e 200,0 pL de glicose (1M)] em tubos
de 15 mL e incubados a 37°C, com agitacdo de 220 rpm, durante 1 h em agitador
rotativo. Decorrido esse tempo, uma aliquota de 100 pL da cultura foi transferida para
placas contendo meio LB (Luria-Bertani) adicionado de ampicilina (50 ug/mL), X-gal (40
mg/mL) e IPTG (100 mM). As placas foram devidamente identificadas e incubadas em
estufa a 37°C, por 16 h.
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Apds o periodo de incubacdo foi possivel observar varias colbnias azuis,
indicativas de carregar o vetor de interesse intacto. Quatro colénias foram transferidas
para meio de cultura liquido LB liquido adicionado de ampicilina (50ug/mL) e
multiplicado por 12-16 h, a 37 °C sob agitagdo constante a 220 rpm. Cada uma das
quatro amostras, individualmente, teve seu plasmideo extraido com o auxilio do
conjunto de reagentes QlAprep Spin Miniprep Kit.

O vetor pUC19 (2,26 pg) foi clivado com a enzima EcoRI, defosforilado e
purificado (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Do mesmo modo, o DNA gendmico (300
Mg) foi clivado com a enzima EcoRI, separado em gel de agarose e a regido entre 2,0 e
4,0 kb foi purificada do gel. Em seguida, 1 yL (100 ng/uL ) de DNA do vetor, 3 uL de
DNA gendmico, 1 uL de enzima T4 DNA ligase, 4 uL de tampao 5X que acompanha a
enzima (Invitrogen) e 11 pL de agua ultra pura foram utilizados numa reacéo de ligacao
por 16h a 14 °C. Apds este periodo, os plasmideos recombinantes foram transformados
em E. coli DH10B eletrocompetentes (SAMBROOK & RUSSELL, 2001) e semeadas em
placa de Petri contendo meio de cultura Luria-Bertani (LB), suplementado com
ampicilina 50 pg/mL, X-gal (40 mg/mL) e IPTG (100 mM). Apds 12 h de crescimento a

37 °C, a presenca de colbnias brancas indicou sucesso no procedimento.

IV.5.2. Analise da Biblioteca genémica parcial por meio de hibridagao de colénia

A fim de identificar dentro da biblioteca genémica parcial um clone carregando o
plasmideo com o fragmento de interesse, realizou-se uma série de hibridizagbes de
coloénias utilizando como sonda o respectivo fragmento de DNA, produzido e
identificado conforme item IV.3.

Discos de membranas de nailon de 82 mm (Amersham Biosciences) foram
colocados sobre a superficie das placas de Petri contendo as células recombinantes,
produzidas conforme sec¢éo anterior. Em seguida, as membranas foram tratadas com
as seguintes solugdes: SDS 10% por 3 min, solugdo desnaturante (0,5N NaOH, 1,5M
NaCl) por 5 min, solu¢do neutralizante (1,5M NaCl, 0,5M Tris.Cl [pH 7.4]) por 5 min e,

por ultimo, na solugdo de SSC (2x) (v/v) por 5 min. Ap6s estes tratamentos, a
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membrana foi seca por 30 min, a temperatura ambiente, e, em seguida, foi mantida a
80 °C por 2 h, em forno, para fixagdo das moléculas de DNA na membrana. Enquanto
isso, as placas contendo os clones foram retornadas a estufa, a 37 °C, por 4 a 6 h, para
a multiplicag@o dos clones transferidos para a membrana. Apos esse periodo as placas
foram transferidas para refrigerador a 4 °C.

Apds o processo de fixagdo do DNA a membrana, procedeu-se a hibridagdo. A
sonda produzida conforme sec¢do IV.3 foi utilizada em procedimento metodolégico
sugerido pelo fabricante do conjunto de reagentes utilizado para marcacéo, hibridagéo e
deteccdo dos sinais, “Kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II”
(Roche).

Por meio da comparacao com os filmes de raio-X, as colbnias positivas de cada
placa de Petri foram isoladas, multiplicadas em meio de cultura LB (Luria-Bertani) e

procedido a extragédo do respectivo plasmideo recombinante.

IV.5.3. Estratégia de sequenciamento do gene utilizando a técnica de hibridagao
de colbénias

Os plasmideos recombinantes positivos, selecionados conforme segao anterior,
foram sequenciados em equipamento ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) com o
conjunto de reagentes “Big Dye” versao 3.1 (Applied Biosystems) e com os
oligonucleotideos SP6 e T7, em reacdes separadas, compostas por: 2 yL de Big Dye
Terminator v. 3,1, 2 yL de tampéo (2,5X), 5 pmol de oligonucleotideo (SP6 ou T7), 1,5
pg do DNA plasmidial. A amplificacao foi realizada em 50 ciclos de 95 °C por 5 min, 95
°C por 30 s, 60 °C por 10 s e uma extensao final de 60 °C por 4 min. As reacdes de
sequenciamento foram precipitadas pela adicdo de 80 pL de isopropanol 75% e
incubacao a temperatura ambiente por 15 min. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 4000 x g por 30 min, o sobrenadante descartado e o “pellet” lavado com
200 pL de etanol 70% a temperatura ambiente. Depois de centrifugadas a 4000 x g por
10 min, o sobrenadante das amostras foi descartado e o precipitado foi seco, no escuro,

em fluxo laminar de ar por 1 h a temperatura ambiente e, entdo, submetido ao
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sequenciamento. As sequéncias obtidas foram submetidas a analise com os programas
phred/phrap/consed (GORDON et al., 1998; EWING et al., 1998; EWING & GREEN,
1998), juntamente com a sequéncia de DNA inicial, para que se desse a montagem do

gene.

IV.5.4. Validagao dos plasmideos recombinantes

Com a finalidade de confirmar se os plasmideos recombinantes possuiam o
fragmento de DNA de interesse procedeu-se a uma PCR utilizando os iniciadores SP6
e T7 e em seguida a clivagem dos mesmos com a enzima de restricdo EcoRlI a fim de
eliminar de partes do vetor. Os fragmentos foram separados e corados em gel de
agarose conforme item IV.4. Em seguida, o gel foi submetido a uma depurinagao, a
uma denaturagdo e procedido a transferéncia do DNA para membrana de nailon
Hybond N+ de acordo com as instrugdes do fabricante (GE Healthcare).

Uma aliquota do DNA sonda (secg¢ao 1V.3) foi submetida & marcagédo néao-
radioativa utilizando o conjunto de reagentes AlkPhos Direct RPN 3680 (GE Healthcare)
e utilizada para hibridizagdo ao DNA das membranas previamente produzidas. Todo o
processo, desde a marcacédo da sonda até a lavagem da membrana apds hibridizacéo
foi realizado utilizando o Kit AlkPhos DirectmRPN 3680 conforme as instrugbes do
fabricante (GE Healthcare). A deteccdo dos sinais emitidos pela sonda foi realizada
com o conjunto de reagentes Gene Images CDP-STAR RPN 3510 (GE Healthcare)
conforme instrugdes do fabricante. Finalmente, a membrana foi colocada em contato
com o filme de raio-X em suportes apropriados, armazenada a temperatura ambiente
por 1 h e o filme foi revelado utilizando o Kit GBX (Kodak). A fotografia foi visualizada

sob transiluminador de Luz branca.
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IV.6. Estratégia de sequenciamento do gene utilizando caminhamento

cromossomico

A partir da sequéncia de DNA dos isolados 113 e 133, que se mostrou similar ao
gene cry032 (Gl:17979618), efetivo contra nematoide, foram produzidos dois
oligonucleotideos iniciadores, Away from 3' e Away from 5' (Tabela 1), complementares
as pontas 3' e 5' dessa sequencia inicial, ancorados nas extremidades desse “contig”
(grupo contiguo de sequéncias de DNA cuja sobreposigcéo representa uma determinada
regiao do cromossomo ou do genoma), de modo que a polimerizagdo da nova
sequéncia de DNA se desse no sentido saindo do “contig” rumo a parte do gene

desconhecida (Figura 1).

e IR ITET LR

conhecidos conhecidos invertidos
133 - Forw ard Away from 3
133 - Reverse Away from 5'

Figura 1. Esquema ilustrativo de produgdo dos oligonucleotideos especificos

133_Forward, 133_Reverse, Away from 3' e Away from 5'.
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Os oligonucleotideos iniciadores foram elaborados através do programa Primer3
(ROZEN & SKALETSKY 2000) com os parametros padréo.

A partir de 0,5 yg de DNA total do isolado 113 foram realizadas reac¢des de
sequenciamento, tal como descrito anteriormente, exceto para a quantidade de DNA
molde, com esses dois oligonucleotideos, separadamente, sendo um minimo de trés
reagdes para cada iniciador. As sequéncias obtidas foram submetidas a analise com os
programas phred/phrap/consed (GORDON et al., 1998; EWING et al., 1998; EWING &
GREEN, 1998), juntamente com a sequéncia inicial, para que se desse a montagem do
gene.

A partir do “contig” gerado, novos iniciadores foram produzidos com a mesma
caracteristica: saindo da sequéncia conhecida rumo a parte do gene desconhecida.
Novas reacbes de sequenciamento foram realizadas e nova montagem do gene
realizada. Assim, sempre que se obteve um novo “contig” esse procedimento foi

repetido.

IV.7. Clonagem dos produtos da PCR

Os fragmentos de DNA amplificados a partir de PCR com os iniciadores
elaborados (Tabela 1) para o caminhamento cromossémico, que ndo se mostraram
especificos, foram isolados do gel de agarose 1% e purificados com o conjunto de
reagentes Pure Link™ Quick Gel Extraction (Invitrogen). Os produtos obtidos foram
clonados em vetor pGEM-T Easy (Promega) e transformados por choque térmico em E.
coli cepa DH10B (SAMBROOK & RUSSELL, 2001). Os clones recombinantes foram
utilizados para a extragcdo dos plasmideos e uma clivagem com a enzima EcoRI foi
realizada para verificar a presenca dos fragmentos clonados e os seus devidos
tamanhos, descartando os clones falso positivos.

Os transformantes validados foram multiplicados em 3,0 mL de meio de cultura
Luria Bertani (LB) liquido. Ap6s a multiplicacdo, o DNA plasmidial foi extraido e
submetido ao sequenciamento com os iniciadores universais M13R ou M13F, conforme

descrito acima. A sequéncia de nucleotideos obtida foi utilizada para alinhamento com
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outras sequéncias previamente conhecidas e disponiveis em bancos de dados,
utilizando-se o programa Blast (ALTSCHUL et al., 1997).

IV.8. Clonagem no vetor de expressao

IV.8.1. Reacao de amplificagcao

Produziram-se dois oligonucleotideos iniciadores (113_Cloning_ pETSUMO2_F e
113_Cloning_pETSUMOZ2_R) (Tabela 1) com base na sequéncia de bases do gene 113
de B. thuringiensis (sequéncia ainda nao depositada no GenBank) de modo que a ORF
completa fosse amplificada.

A reacéo de amplificagéo foi realizada em um volume total de 50 yL conforme a
seqguir: aproximadamente 100 ng da amostra de DNA total do isolado 113, 5,0 uL de
tampéo da PCR (10X PCR High Fidelity PCR buffer),10 mM dNTP mixture (1,0 pl), 2,0
mM MgSO4 50 mM, 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 1U da enzima DNA polimerase
Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen) e agua bidestilada g.s.p 50 pL. Todos os
componentes da reacdo foram adquiridos junto a empresa Invitrogen. A reacao foi
conduzida em termociclador (MJ Research - PTC 200) e consistiu em um passo inicial a
94 °C por 30 s seguido de 35 ciclos compostos por um passo a 94 °C por 30 s, 55 °C
por 30 s e 68 °C por 1 min.

A Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity € uma mistura de enzimas
contendo uma Taqg DNA Polimerase e uma polimerase com atividade exonuclease no
sentido 3'-5'. Esta atividade exonuclease é importante para a amplificagdo de
fragmentos a serem expressos, uma vez que diminui a taxa de incorporacdo de
nucleotideos incorretos. Entretanto, devido a essa func¢ao reparadora, grande parte das
moléculas de DNA amplificadas terdo o nucleotideo “A” extra, que é adicionado pela
Taq DNA polimerase ao final das sequéncias amplificadas, removido. Essa remocéo
dificulta a clonagem do fragmento em vetores do tipo T/A (vetores que possuem um
nucleotideo T extra em seu sitio de clonagem). Assim, para aumentar a eficiéncia de

clonagem, apés o término da ciclagem, foi adicionado 0,5 unidades da enzima Taqg DNA



26

polimerase ao produto de PCR e, em seguida, incubado por 5 - 10 min a 72°C. Esse
passo adicional permite que a enzima DNA polimerase Taq adicione um nucleotideo A
ao final da sequencia de DNA amplificada na posig¢édo 3', fato que facilita a clonagem
nos vetores do tipo T/A.

Uma vez que os fragmentos de DNA iniciais obtidos a partir dos isolados 113 e
133 foram similares (GONCALVES et al., 2009), repetiu-se os procedimentos dessa

subsecao também a partir do DNA total do isolado 133.

IV.8.2. Clonagem e transformacgao bacteriana

O produto da PCR obtido ap6s amplificagdo do DNA total dos isolados 113 e
133, conforme a subsecado acima, foi, individualmente, clonado no vetor de expressao
pET-SUMO (Invitrogen).

Apés ligagdo no vetor pET SUMO esses dois fragmentos foram transformados
em células de multiplicagdo quimicamente competente de E. coli One Shot Mach1-T1R,
que acompanha o conjunto de reagentes obtido junto a Invitrogen (ChampionTM pET
SUMO Protein Expression System) e, ap6s confirmagéo da orientagdo correta e da
correta insercdo na fase de leitura do vetor de expressdo, os plasmideos foram
transformados em E. coli BL21 (DE3), conforme instrugdes do fabricante (Invitrogen).

Em uma outra abordagem, ao invés de passar os plasmideos pela E. coli One
Shot Mach1-T1R, estes, apés o procedimento de ligagdo, foram transformados
diretamente para células quimicamente competentes de E. coli ER2566 (New England
Biolabs, Inc.), linhagem esta que possui a caracteristica de multiplicar, bem como de

induzir o gene de interesse.

IV.9. Minipreparacao de DNA Plasmidial (Método da lise alcalina)

Apés transformacédo das células bacterianas e recuperagdo das construcdes
transformantes, procedeu-se a extragdo do DNA plasmidial (SAMBROOK & RUSSELL,
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2001) a fim de poder confirmar a integridade do inserto, por meio de clivagem com
enzimas de restricdo e por sequenciamento de DNA, e verificar a correta orientagdo da
fase de traducgao proteica.

As amostras foram quantificadas em gel de agarose e em NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer.

IV.10. Testes para confirmagdo da integridade e correta orientagcao dos
transformantes

As construgdes recombinantes foram analisadas de diversas maneiras.
Primeiramente, todas elas foram submetidas a clivagem com quatro enzimas de
restricdo (Ndel, EcoRI, EcoRV e Hindlll). Essas enzimas clivam a sequéncia de DNA
obtida a partir do isolado 113 em padrbes especificos. Em seguida, o DNA das
constru¢des foi amplificado com os oligonucleotideos iniciadores especificos para o
vetor pET-SUMO (SUMO Forward e T7 Reverse) (Tabela 1), depois com os
oligonucleotideos  iniciadores  utiizados para a clonagem do gene
(113_Cloning_pETSUMO2_F e 113_Cloning_pETSUMO2_R) e, finalmente, com uma
combinacdo dos oligonucleotideos especificos para o vetor com um iniciador que
pareasse internamente ao gene, previamente utilizado para o sequenciamento. As
combinagdes de oligonucleotideos utilizadas foram: 1) SUMO Forward e 920 - 901; 2)
SUMO Forward e 1038; 3) T7 Reverse e 3873 — 3895; 4) T7 Reverse e 3000 — 3020; 5)
1276 e 113_Cloning_pETSUMOZ2_Reverse; e 6) 113_Cloning_pETSUMO2_F e away
5'.

Ao final dessa etapa foi possivel selecionar somente as construgdes cujos
insertos apresentavam as caracteristicas esperadas para o gene em questdo. Esse

mesmo procedimento foi realizado com as construgdes obtidas do isolado 133.
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IV.11. Sequenciamento

A fim de confirmar, com absoluta certeza, que a fase de leitura para traducéo da
proteina estava correta e com o objetivo de descobrir a correta sequéncia de
nucleotideos do gene clonado, procedeu-se ao sequenciamento das construcdes
previamente selecionadas com os oligonucleotideos iniciadores que possuem sitio
dentro do gene sequenciado mais os dois iniciadores especificos para o vetor de
clonagem (Tabela 1).

As reacdes de sequenciamento constaram de 4 pL de agua bi-destilada estéril,
2,0 uL de tampao de sequenciamento, 2,0 yL de BigDye v. 3.1, 1,0 uL (~1500 ng) de
DNA e 1,0 pL do respectivo oligonucleotideo iniciador. As reagcdes seguiram o ciclo de
amplificagcao de acordo com a secgéo 1V.5.3.

Apo6s sequenciamento de DNA, os plasmideos que estavam na orientagao
correta, na fase de leitura correta e que ndo sofreram nenhuma mutacgéo artificial
(mudancas na fase de leitura devido a erros da enzima no ato de amplificagdo a partir
de DNA total) durante o processo de clonagem foram utilizados para os ensaios de
expressao da proteina de interesse.

Os mesmos procedimentos acima foram utilizados para as construgdes advindas
do isolado 133.

IV.12. Expressao da proteina recombinante em E. coli

As construcbes selecionadas, em células de E. coli BL21 (DE3), foram

submetidas a testes de expressao da proteina recombinante.
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Oligonucleotideos

Sequéncias 5' - 3'

Oligo_43 63 CATTACCgCAAACCCTCAAT

Oligo_4372_4353 ACACCAAAAggTggCTgAgT -

Oligo_425 406 TAAggCACgCATTgATTCTg 38-19 1 R
Oligo_670_651 TTgCCTggTTTCTAgCgAAT 283-264 2 R
113_347_369 AAgCAgATCCTACTAATCCAQCA 347-369 3 F
Oligo_920_901 TgCCCAAACACTgAAACATC 533-514 4 R
113_826_846 CTggggCCAACTCTATAQTCA 865-845 5 R
LEFT_710 TTggATATAGTCATCgATTAAGTCA 1259-1283 6 F
RIGHT_755 AACgACCTggTTAgTgTAACATQA 1304-1281 7 R
133_Forward CCATTggTgAgTTTgTgTCTTT 1490-1511 8 F
Away from 5' ggTATCTTTgggTAATTggTgAg 1549-1527 9 R
RIGHT_1038 ATTCgTgCATCCCTACTggA 1589-1570 10 R
LEFT_1276 TTTggAAAgAgCACAgAAgg 1827-1846 11 F
Away from 3' CggATgAATTTTgTCTggATg 1946-1966 12 F
133_Reverse TCgCTTCgCATATTTgACTTT 2007-1987 13 R
RIGHT_1616 gCACTCATCAAAggTACCCAAT 2166-2148 14 R
LEFT_1901 TTCCCATCATTTCTCCTTgg 2451-2470 15 F
Oligo_3000_3020 TgTgAAAAgAgCggAgAAAAA 2613-2633 16 F
Oligo_3479 3498 AgggATATggAgAgggCTgT 3092-3111 17 F
133.6_3245_3264 ACACTTCCCgTAATCgAggA 3245-3264 18 F
Oligo_3871_3852 CCACQgATgAATgTTCCTTCC 3484-3465 19 R
Oligo_3873_3895 CAgCgTggAATTACTTCTTATgg 3486-3508 20 F
113_Cloning_pETSUMO2_F ATggAgATAgTgAATAATCAgAATCAA 1--27 ATG F
113_Cloning_ pETSUMO2_R TTATTCCTCCATAAGAAGTAATTCCA 3517-3492 STOP R
SUMO Forward AgATTCTTgTACgACggTATTAg pET SUMO - F
T7 Reverse TAgQTTATTgCTCAgCggTgag pET SUMO - R

Pos. gene' Ord.? Sent.}

1 — refere-se a posigdo de pareamento dos oligonucleotideos no gene sequenciado ou no vetor de
expressao; 2 — ordem dos oligonucleotideos ao longo do gene sequenciado; 3 — F = sentido direto e R =
sentido reverso.

Inicialmente, as construgbes, duas a duas, foram estriadas em placas de Petri
contendo meio de cultura LB solido com 100 pg/mL de canamicina. Apos 12 h de
multiplicacdo, colbnias isoladas foram transferidas para Erlenmeyers de 500 mL
contendo 160 mL de meio de cultura liquido LB, TB ou M9 (SAMBROOK & RUSSELL,
2001) acrescidos de 100 pg/mL de canamicina. Quando a DO a 600 nm atingiu valores
entre 0,6 e 1,0, 13 mL de cultura, de cada um dos trés meios de cultura, foram
transferidos para tubos de ensaio, previamente autoclavados, totalizando 12 tubos. Trés
tubos receberam 0,2 mM de IPTG cada um, trés receberam 0,4, outros trés receberam

1,0 mM e os trés restantes ndo receberam IPTG. Em seguida, um grupo composto por
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quatro tubos de ensaio, de cada um dos trés meios de cultura, com todas as dosagens
de IPTG (0,2, 0,4 e 1,0 mM), mais o controle (auséncia de IPTG), foi transferido para
uma estufa a 18 °C, sob agitacdo constante orbital a 250 rpm. Um outro grupo de quatro
tubos, com as mesmas caracteristicas, foi transferido para uma estufa a 25 °C sob
agitacao constante orbital a 250 rpm. Do mesmo modo, o ultimo grupo de quatro tubos
de ensaio restantes foi transferido para uma estufa a 37 °C também sob agitacéo
constante orbital a 250 rpm.

Decorridos 4 h de incubagdo, uma aliquota de 4 mL de cultura foi coletada,
assepticamente, de cada um dos tubos e armazenada a -80 °C. Com 8 h de incubagéao
uma outra aliquota de 4 mL de cultura foi coletada, assepticamente, de cada um dos
tubos e armazenada a -80 °C. Por fim, ap6s 12 h de multiplicacao, o restante de cultura
de cada um dos tubos foi coletado e armazenado a -80 °C.

Em resumo, testaram-se trés meios de culturas diferentes (LB, TB e M9), trés
temperaturas distintas de multiplicacdo bacteriana (18, 25 e 37 °C), quatro
concentragdes diferentes do indutor de expressédo IPTG (0, 0,2, 0,4 e 1,0 mM) e 3
periodos de inducdo. Uma vez que cada lote de teste foi realizado para duas
construgcdes diferentes, os testes se deram em arranjo fatorial 3x4x3x3x2, perfazendo
216 amostras.

A verificagdo da expresséo proteica se deu em gel SDS-PAGE por meio da
analise de proteinas totais de cada uma das amostras previamente coletadas.
Inicialmente, as células foram coletadas por meio de centrifugacdo a 10.000 x g em
microtubos de 1,5 mL. Apds descartar o sobrenadante, adicionaram-se 100 uL de
tamp&o de amostra SDS-PAGE 1X (1,25 mL de Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8; 1,0 mL de
Glicerol (100%); 0,2 mL de B-mercaptoetanol; 0,01 g de Azul de Bromofenol; 0,2 g de
SDS; agua estéril q.s.p 10 mL), ressuspenderam-se os péletes de células e manteve-se
as amostras em banho de agua em ebulicdo por 5 min. Na sequéncia, as amostras
foram centrifugadas por 5 min a 12.000 x g e 20 pyL de cada uma delas foram aplicados
em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE e submetidas a uma eletroforese a 8 V/cm, até
passar pelo gel de empilhamento, e a 15 V/cm pelo restante da eletroforese
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001). A fim de descobrir qual seria a melhor resolugéo do
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gel, testaram-se as concentragbes de 12, 10, 8 e 6% de poliacrilamida. Uma vez que
cada gel analisava 18 amostras mais dois padrdes, 12 géis foram necessarios, no

minimo.

IvV.12.1. Western-blotting

Amostras do extrato bruto da construgéo 133.6 ap6s a inducao foram analisadas
pelo Western-blotting (TOWBIN et al., 1979). As incubagdes foram realizadas utilizando
anticorpo monoclonal Anti-His (GE Healthcare). As proteinas separadas no gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), descrito no item V. 12, foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad), previamente incubada em tampdo de
transferéncia gelado (0,58% Tris pH 8,3, 20% metanol, 0,037% SDS e 0,29% glicina).
Para isso, a membrana foi colocada no sistema de eletrotransferéncia “Mini Trans-Blot”
(Bio-Rad), contendo o0 mesmo tampao, e a transferéncia foi realizada a 15V, “overnight”.
A transferéncia foi visualizada na membrana de nitrocelulose pela coloragdo com
solugédo de “Ponceau-S” (0,1% Ponceau-S e 10% acido acético) por 5 minutos e
descorada em agua destilada.

A membrana de nitrocelulose foi incubada em TBS-Tween (10mM Tris-HCI pH
7,5; 150mM NaCl, 0,05% Tween-20) acrescido de 5% de leite em p6 desnatado, por 12
horas, sob baixa agitacdo, para saturagcdo de sitios de ligagdo inespecificos. A
membrana foi entdo incubada com anticorpo monoclonal anti-His diluido 1:3.000 em
TBS-Tween e 5% de leite em p6 durante 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacao
lenta. Em seguida, foi submetida a trés lavagens consecutivas de 10 minutos cada com
a mesma solugéo.

Para a detec¢cdo do complexo antigeno-anticorpo, a membrana foi incubada em
conjugado de camundongo acoplado a fosfatase alcalina (IgG de cabra anti-lgG de
camundongo) diluido 1:30.000 em TBS-Tween. A membrana foi submetida a 3
lavagens, conforme descrito anteriormente, e a revelagdo se deu pela adicdo do
substrato da enzima BCIP-NBT, utilizando-se o kit “Alkaline Phosphatase Conjugate

Substrate” (Bio-Rad), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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IV.13. Bioensaio com Panagrellus redivivus

IV.13.1. Delineamento experimental

O bioensaio foi realizado com nematoides de vida livre Panagrellus redivivus,
cedidos pelo Laboratério de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da FCAV
— UNESP. Para a realizagao do bioensaio cada isolado bacteriano foi cultivado em meio
de cultura Agar Nutriente “NA” (extrato de carne 3 g/L, peptona bacteriolégica 5 g/L e
Agar 15 g/L) e incubados a 30°C, durante 6 dias, permitindo assim completa
esporulagao e liberagéo de cristais.

Apobs este periodo, todo conteudo bacteriano dos isolados 113 e 133, foram
transferidos, com auxilio de alga de platina, para tubo Falcon contendo 10 mL de agua
Milli-Q autoclavada e 0,05% de Tween 20e. A suspensao obtida foi homogeneizada por
agitacao em tipo Vortex e a partir desta, foram feitas duas suspensées seriadas, sendo
a primeira 10" e a segunda 10<. A suspensdao seriada 10-=foi utilizada para contagem de
esporos em cdmara de NeuBauer, para padronizagdo duas concentragdes de 1 x 108
esporos/mL e 3 x 10® esporos/mL, que constituiu a suspenséo ja testada nos bioensaio
de nematoides e lepidopetros.

A dieta dos nematoides foi preparada utilizando: Aveia (10 g) e agua destilada
autoclavada (10 mL), esta mistura foi homogeneizada e cada porgéo foi individualmente
colocada em placas de Petri 60x15 estéreis (Figura 2), os quais incluiram controle
(dieta contendo nematoide e agua com tween e dieta contendo nematoide e agua pura).

A populacéo inicial de nematoides por 10 g de dieta por recipiente foi igual a 500.
Um mililitro da suspenséo de esporos das bactérias foram misturadas a um mililitro da
suspensao contendo os nematoides e espalhadas sobre a dieta em cada recipiente. As
placas com os tratamentos foram mantidas em cémaras climatizadas B.O.D sob

temperatura de 25+1°C.
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Para cada isolado bacteriano, utilizaram-se dois niveis de in6culo e o
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro tratamentos (dois
niveis de inéculo e dois controles) com 10 repeticoes.

As andlises estatisticas foram realizados utilizando o programa estatistico R

(www.r-project.org) com os pacotes nlme (PINHEIRO et al., 2009) e multcomp

(HOTHORN et al., 2008). Os dados foram transformados para atender os pressupostos
da analise de variancia (normalidade e homocedasticidade) e os testes de médias
foram apresentados na escala original para facilitar a interpretacdo dos resultados. Um
grafico de caixas foi produzido para permitir uma analise visual do ajuste do modelo
para os dados e para a identificacdo das diferencas entre os isolados e destes para as
testemunhas. As comparagdes multiplas foram efetuadas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

IV.13.2. Extragdo de nematoides

Para cada amostra foi retirada % da dieta e estas individualmente submetidas ao
método de extragdo de nematoides conforme JENKINS (1964) com algumas
modificagcbes como se segue: a amostra da dieta foi colocada em uma bacia, contendo
aproximadamente 300 mL de agua e homogeneizada; o liquido sobrenadante foi vertido
em peneiras de malha 60 mm (apenas ficam retidos residuos grosseiros), sobre peneira
de 500 mesh (com malha muito mais estreita, vai reter a matéria orgéanica, os
nematoides); a seguir o material da amostra foi lavado em agua corrente por varias
vezes até se obter uma coloragéo clara da agua e sempre sendo o liquido vertido sobre
o conjunto de peneiras. Com uma pisseta, lavou-se a peneira, recuperando-se 0s
nematoides em agua limpa.

Apbs 2h de decantagao, o liquido sobrenadante foi eliminado cuidadosamente, e,
uma suspensdo de quatro mililitros foi obtida, diluida dez vezes, e em seguida foi
realizada as estimativas populacionais dos nematoides extraidos da amostra ao
microscopio fotonico, empregando-se para tanto laminas especiais de contagem

(Cémara de Petters).
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Apobs 48 h do inicio do ensaio, foi realizada a primeira leitura de mortalidade até
0 4° dia a partir da inoculagdo da bactéria por meio da quantificacdo de nematoides
imoveis (mortos) e moveis (vivos), pela acdo da bactéria B. thuringiensis. Os
tratamentos foram avaliados nos periodos de 48, 72, e 96 h. Para efeito de analise
estatistica, os dados de contagem de imoéveis foram transformados em percentagem

em relagéo ao todo, soma de mortos e de vivos, para cada repeticao.

Figura 2. Sequéncia do bioensaio com Bacillus thuringiensis em nematoides de vida
livre. Etapas da montagem do bioensaio e a extragdo dos nematoides. Imagem A: dieta
(Agua + aveia) preparada para receber os nematoides; Imagem B: suspensbes
esporos/cristais espalhadas e incorporadas em cada tratamento; Imagem C e D:

Amostras individualmente submetidas a extracdo de nematoides.
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V. RESULTADOS

V.1. Anadlise por Southern blotting e Construgado da biblioteca genémica parcial

contendo o fragmento de interesse

V.1.1. Analise por Southern blotting

As hibridiza¢des foram repetidas até obter resultados satisfatorios. Para tal, os
trés isolados foram multiplicados e seus DNAs genémicos extraidos pelo protocolo de
MARMUR (1961). Essas extragbes apresentaram um total de 150 ug de DNA, em um
volume de 100 pL, em média, que era a quantidade suficiente para as analises.

A partir dessas preparacdes, 5 ug de DNA de cada isolado foram clivados com
seis enzimas de restricdo (EcoRIl, Haelll, Hindlll, Tagl, Hpall e BamHI). Ap6s o
processo de hibridizagdo, apenas o isolado 113 apresentou sinais no filme de raio-X
(Figura 3 A1). Ao comparar com outros resultados anteriores pode-se observar que
houve uma consideravel melhora, apdés o aumento da quantidade de DNA total clivado.
A emissdo de fundo “background”, diminuiu consideravelmente. Além disso, na
hibridizacédo atual € possivel ver bandas em cinco das seis enzimas. Por fim, a clivagem
com a enzima EcoRI, apresentou uma unica banda na altura de 4 kb.

A fim de verificar a causa das outras duas amostras de DNA, pertencentes aos
isolados 123 e 133, ndo terem emitido nenhum sinal no filme de raio-X, apos
hibridizag&o, um novo ensaio foi executado.

Ao elevar a quantidade de DNA total a ser clivada para 10 ug, finalmente, apés o
processo de hibridizagdo e exposicdo a filme de raio-X, constataram-se bandas

relativas as enzimas EcoRlI, Haelll e Hindlll, para o isolado 123 (Figura 4). Nota-se que



36

todas as clivagens permitiram identificar uma uUnica banda. Ja para o isolado 133,
observaram-se fragmentos nas quatro primeiras enzimas e uma Unica banda em torno
de 4 Kb foi observada no filme de raio-X quando o DNA foi clivado com a enzima EcoRI
(Figura 3 A2). Tal resultado coincide com o padrdo de restricdo para o isolado 113
(Figura 3 A1 e 3 A2), confirmando os resultados obtidos previamente por meio do

seqlienciamento dos respectivos fragmentos de DNAs clonados no vetor.

Hind 111
=

EcoR 1
Hae 111
Hind 111
Taq 1
Hpa 11
Bam HI

4361 pb—>
4.361 pp ——»
2.322 pb—> ;z;: pb—>
2.027 pb—> 027 pb—>
564 ph—>
564 pb—> P

A2

Figura 3 Resultados das hibridiza¢gdes das amostras de DNA dos isolados de Bacillus
thuringiensis com as respectivas sondas. No painei “A1” foram clivados 5 ug de DNA
total e no painel “A2” clivou-se 10 ug do DNA total. No painel “A1”, “A2” foi aplicado

DNA dos isolados 113 e 133, respectivamente. M = DNA do fago A (lambda) clivado
com Hindlll.

Logo a banda proveniente da clivagem com EcoRI, marcada positivamente, foi
purificada do gel e clonada em pUC 19.
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Figura 4 Resultado da hibridizagdo da amostra do DNA do isolado 123 de Bacillus
thuringiensis com a respectiva sonda. No painel foi clivado 10 ug de DNA total. M =
DNA do fago A (lambda) clivado com Hindlll.

V.2. Construgdo da biblioteca genémica parcial contendo o fragmento de

interesse

Os fragmentos de DNA do isolado 113, purificados da regido do gel de agarose
compreendida entre 2,0 e 4,0 kb (Figura 5) antes de serem clonados em vetor pUC 19 e
eletroporados em E. coli eletrocompetentes, foram separados em gel de agarose,
transferido para membrana de nailon e hibridizados com a sonda, confirmando a
presenca do fragmento de interesse nessa por¢cao de DNA.
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O vetor pUC 19 foi produzido, linearizado com EcoRI e desfosforilado para a
geracao de extremidades complementares aos fragmentos da biblioteca gen6mica e
evitar religacédo do plasmideo, respectivamente.

Apobs a preparacao do vetor pUC 19, deu-se inicio a preparacao dos fragmentos
de DNA a serem clonados. Inicialmente, a partir da amostra de DNA do isolado 113
clivado com a enzima EcoRI, separada em gel de agarose, obteveram os fragmentos
compreendidos, entre 2,0 e 4,0 kb, devido a banda de interesse estar entre estes

tamanhos.

Figura 5 Anadlise por “Southern blot” confirmando o fragmento de interesse

aproximadamente de 4 kb. M:DNA do fago A (lambda) clivado com HindlIl.

Porém, alguns problemas foram notados ao longo do experimento. Primeiro a
partir de 10 ug de DNA clivados inicialmente n&do foi possivel obter clones
recombinantes, pois ora obtinha somente colbnias azuis, ora ndo se obtinha nada.

Segundo, ao aumentar a quantidade de acidos nucléicos, apareciam clivagens parciais,
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ou o DNA nem era clivado. Realizaram-se varios testes para obter-se uma melhor
qualidade, como o aumento da quantidade de enzima em estudo, aumento do tempo de
clivagem, troca da enzima por outras marcas. Porém, sempre era pouca a quantidade
de DNA que a endonuclease clivava e, conseqientemente, a quantidade de fragmentos
recuperados do gel era muito pequena, néao se alcangando sucesso nas clonagens.

Alguns estudos mostraram que protocolos usados para preparagdo de DNA
genbmico de bactérias, que consistem no uso de lisozima e detergentes seguido de
incubacao e uma série de extragdes com cloroférmio/ alcool isoamilico, antes do alcool,
precipitam os acidos nucléicos (MURRAY & THOMPSON, 1980). Além disso, tais
procedimentos podem ser eficazes para remover contaminagédo por proteinas, porém
nao sao eficazes para eliminar a abundancia de exopolissacarideos que sédo produzidos
por muitos géneros de bactérias, os quais podem interferir na atividade das enzimas de
restricdo e ligases. Diante desta informacao, optou-se por extrair novamente o DNA
total dos isolados 113, 123 e 133 utilizando o protocolo de extragdo de DNA sugerido
por WILSON (1987), com algumas modificacbes: no final da extracdo o DNA foi
ressuspenso em TE (10 mM Tris.Cl pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0) contendo 10 ug/mL de
RNAse, ndo sendo necessario utilizar o Cloreto de Césio.

Os resultados iniciais da extragdo de DNA gendbmico com o protocolo de
WILSON (1987) foram bem satisfatérios (Figura 6).
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113 123 133

Figura 6. Aglomerados de moléculas de DNA gendmico dos isolados de Bacillus

thuringiensis durante o processo de extracdo no momento da precipitacao.

Obteve-se uma excelente qualidade e quantidade de DNA (Figura 6), uma vez
que a clivagem de 300 ug deste acido nucléico com a enzima EcoRlI, produziu uma
completa clivagem do DNA (Figura 7). Inclusive, a quantidade de DNA recuperado do
gel de agarose (regiao entre 2,0 e 4,0 Kb) foi da ordem de 5 pg, quantidade muito maior

do que se obtinha anteriormente.
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Figura 7 Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos gerados pela clivagem de 300
pug do DNA total do isolado 113 clivado com a enzima de restricdo EcoRI. Painel 7 A:
Consta o conteudo da reagao no gel; Painel 7 B: Regido do fragmento de interesse
excisada do gel. 1 kb = Marcador de tamanho molecular 1 kb DNA Ladder (Fermentas).
M = lambda (A) DNA clivado com HindllI

Apéds a obtencao do fragmento de interesse (2 a 4 kb) iniciou-se a construgéo da
biblioteca gendbmica parcial do isolado 113. Ao final, foram executadas vinte e quatro
eletroporacdes, sendo que cada uma delas deu origem a 1 mL de células
recombinantes que foram divididos, proporcionalmente, em cinco placas de Petri,
previamente preparadas conforme material e métodos, resultando num total de 120
placas. Considerando que cada placa produziu, em média, 100 coldénias recombinantes,

um total de 12.000 clones, aproximadamente, foram produzidos.
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V.3. Analise da sub-biblioteca gendémica por meio de hibridagao de col6nias

Com o objetivo de identificar aqueles clones que continham o gene de interesse,
procedeu-se ao teste da biblioteca genémica parcial por meio da técnica de hibridagao
de colbnias.

Nas primeiras sub-bibliotecas ocorreram alguns problemas. Num primeiro
momento era impossivel identificar algum clone positivo nos filmes de raio-X devido a
grande emissdo de fundo (Background).

O aumento da temperatura de lavagem, de 60 °C para 65 °C, resolveu esse
problema. Passou-se a observar varios clones positivos no filme de raio-X . Esses
resultados indicavam que a sonda poderia estar encontrando homologia n&o somente
com os clones de interesse, mas também, com o vetor, pois colénias azuis também
estavam dando resultados positivos.

Para confirmar essa suspeita, algumas das colénias positivas foram isoladas a
partir das placas de Petri, multiplicadas e procedido a extracdo de DNA plasmidial.
Estes foram clivados com a enzima EcoRlI, aplicados em gel de agarose, transferidos
para a membrana de nailon e hibridizados com a sonda. Como resultado observou-se
que foram encontrados homologia com todos os plasmideos e com alguns insertos.

A explicacéo se deve ao fato de a sonda ter sido produzida a partir de um vetor
pGEM-T Easy, pois, com o uso dos oligonucleotideos universais SP6 e T7 na producgao
da sonda, partes do vetor também foram copiados. Esse problema foi resolvido
submetendo a sonda a uma clivagem com a enzima de restricdo EcoRI seguida de uma
purificacao. Desta maneira, o fragmento de DNA que serviria como sonda ficou livre das
pontas do vetor. Além disso, para que nao houvesse duvidas quanto a identidade da
sonda, esta foi submetida a clivagens com as enzimas EcoRI, Xbal e Ncol. Conforme
mapa de restricdo para estas trés enzimas, era esperado um fragmento para a enzima
EcoRI (566 pb), dois para a enzima Xbal (359 pb e 207 pb) e dois para a enzima Ncol
(385 pb e 181 pb), que foram obtidos, confirmando a pureza e identidade da sonda
(Figura 8).
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Figura 8 Sonda produzida a partir da amplificacdo com SP6 e T7 do fragmento clonado
no vetor e posteriormente clivado com a EcoRI. 1 kb = Marcador de tamanho molecular
1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1 = Sonda clivada com Ncol, 2 = Sonda clivada com
Xbal; 3 = Sonda livre das pontas do vetor ap6s clivagem com EcoRI; 4 = vetor pUC 19;

M = Marcador de peso molecular 100 pb.

Desse modo, a sonda produzida a partir de amplificacédo do fragmento clonado
no vetor com os oligonucleotideos SP6 e T7 foi clivada com a enzima EcoRI e
purificada a partir do gel de agarose, para sé entéo ser utilizada nas hibridizagoes.

Os primeiros testes seguintes mostraram a especificidade da sonda, pois as
placas apresentaram de um a dois clones positivos, o que era esperado, tanto devido a
abundancia do fragmento de interesse, quanto a dificuldade de se clonar fragmentos de
4 kb em vetor pUC19.

No entanto, a emissdo de fundo ainda preocupava, dificultando a interpretagéo
dos resultados. Na busca por melhora-los realizaram-se trés testes: no primeiro teste,
duas membranas, foram mantidas em forno durante 2 h a 80 °C e em seguida foram
submetidas a lavagens; no segundo teste, duas outras membranas foram submetidas a

lavagem sem processo de fixagcdo do DNA a mesma; e em um terceiro teste, duas



44

outras membranas foram submetidas a 70.000 J/cm? por 2 min em um aparelho UV
cross linker. A excegao do processo de fixacdo do DNA na membrana, todos os passos
anteriores foram realizados conforme (SAMBROOK & RUSSELL, 2001). Ja o processo
de hibridacao foi realizado conforme sugestao do fabricante dos conjuntos de reagentes
utilizado para a marcacgéo, hibridacéo e detecgéo do sinal.

Quando estes trés testes foram submetidos a marcacao, hibridagcao e deteccao
observou-se uma sensivel melhora quando a membrana foi submetida a fixacdo do

DNA em um aparelho UV cross linker (Figura 9).

Figura 9 Hibridizacdo das colonias de DNA do isolado 113. Os pontos pretos sdo os

clones positivos, observa-se uma sensivel melhora do “background”.
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V.4. Sequenciamento dos clones positivos da biblioteca gendmica parcial

A Dbiblioteca gendmica parcial possibilitou obter 60 clones recombinantes
positivos. No entanto, grande parte das sequéncias obtidas a partir dos mesmos nao
foram aproveitaveis. Os cromatogramas apresentaram muitos picos em uma mesma
posicao, um indicativo de contaminagao da reagdo com varias sequéncias diferentes.

A fim de tentar resolver esses problemas, produziram-se quatro
oligonucleotideos especificos para a sequéncia previamente conhecida: 133_Forward,
133_Reverse, Away from 3' e Away from 5' (Tabela 1, Figura 10), os dois primeiros
serviriam para confirmar a presenca dessa sequéncia nos 60 clones e os dois outros
serviriam para sequenciar as regides que flanqueiam essa sequéncia. Dos 60 clones
selecionados por meio da técnica de hibridacdo de colbnias, 32 produziram
amplificacdo por PCR quando se utilizaram os iniciadores especificos internos a
sequéncia (133_Forward e 133 _Reverse). O sequenciamento desses clones com os
oligonucleotideos Away from 3' e Away from &' também resultaram, na sua grande
maioria, em cromatogramas com muitos picos numa mesma posi¢ao, confirmando uma
possivel contaminacdo de sequéncias. Uma vez que as poucas sequéncias boas
obtidas, ou eram iguais a sequéncia ja conhecida, ndo incrementando seu tamanho ja
conhecido, ou ndo apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia de gene cry
depositada no Genbank, procurou-se uma nova alternativa para o sequenciamento do

gene.

V.5. Sequenciamento do gene por meio de caminhamento cromossémico

O primeiro passo dessa nova estratégia foi testar os oligonucleotideos
133 _Forward, 133 _Reverse, Away from 3' e Away from 5' (Tabela 1, Figura 10) em
reagdes contendo DNA total do isolado 113. Esse teste possibilitou verificar a
especificidade desses iniciadores e a possibilidade de haver outros genes cry similares
nesse mesmo isolado. Apds analise das sequéncias obtidas, foi possivel verificar que o

sequenciamento foi exitoso, possibilitando obter mais dois “contigs”, além do ja obtido:
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um de 200 e outro de 430 bases, ambos similares a genes cry (Figura 11), sendo que,
ao compara-los com genes cry, os trés alinhavam conforme mostrado na Figura 11

formando dois “gaps”.

133 - Forward Away from 3'
133 - Reverse Away from 5’

Figura 10 Esquema ilustrativo da posicdo e direcdo de polimerizagdo dos

oligonucleotideos 133_Forward, 133_Reverse, Away from3' e Away from5' no plasmideo.

Figura 11 llustracdo dos dois “contigs” (contig 1 e contig 2) obtidos apds sequenciamento

do DNA total do isolado 113 com os oligonucleotideos Away from 3' e Away from 5'.
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Na sequéncia, outros seis oligonucleotideos, 710, 755, 1038, 1276, 1616 e 1901
(Tabela 1 e Figura 12), foram produzidos, sendo quatro deles com o objetivo de fechar
os dois gaps existentes e dois objetivando estender as extremidades desses “contigs”.

A formacao dos “gaps” se deveu ao fato de os dois oligonucleotideos, Away from
5' e Away from 3', estarem localizados muito préximos as respectivas extremidades da
sequéncia. Desse modo, os novos oligonucleotideos foram ancorados mais

internamente a sequéncia (Figura 12).

Figura 12 Esquema ilustrativo da posicao dos seis novos oligonucleotideos nos “contigs”.

No entanto, as reagbes de sequenciamento nao ficaram boas, uma vez que
apresentaram uma grande quantidade de indefinicbes (Ns) e baixa qualidade,
identificada pelos programas phred/phrap/consed. Diante disso, um teste foi executado,
realizando PCRs com os oligonucleotideos individualmente. Para surpresa, mesmo
sendo utilizados de maneira individual, esses iniciadores produziram amplicons dos
mais variados tamanhos (Figura 13).

Dessa forma, os fragmentos amplificados por PCR, com cada um desses seis
iniciadores, com tamanhos de, aproximadamente, 850 pb foram purificados do gel de
agarose, clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega) e transformados em células de E.
coli DH10B. Apd6s multiplicagéo e extracao plasmidial, procedeu-se ao sequenciamento
utilizando os oligonucleotideos universais M13F ou M13R. Apdés a anadlise das
sequéncias pelos programas phred/phrap/consed foi possivel visualizar um contig de
2.365 bases, sem “gaps”. Uma analise no GenBank, por meio da ferramenta Blastn,

mostrou ser ele similar a genes cry.
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Figura 13. Analise eletroforética do produto da amplificagdo por PCR, utilizando os
oligonucleotideos individualmente. O marcador (M) se refere ao 1kb DNA Ladder

(Fermentas).

A partir desse “contig” foram sintetizados outros 3 oligonucleotideos, 920 901,
3000_3020 e 3479 _3498 (Tabela 1 e Figura 14).

Figura 14 Esquema ilustrativo da posicéo dos trés novos oligonucleotideos no “contig” de

2.365 bases.



49

Tal qual ocorreu com os seis oligonucleotideos anteriores, os resultados do
sequenciamento direto n&o foram satisfatérios, apresentando as mesmas
caracteristicas. Assim, do mesmo modo que para os anteriores, foram realizadas PCRs,
com os iniciadores individualizados, e as bandas amplificadas foram clonadas,
multiplicadas e sequenciadas utilizando os iniciadores universais M13F ou M13R. A
partir desses dados foram obtidos dois “contigs”, um de 581 bases (contig 13) e um de
2.801 bases (contig 26), sendo que ambos tinham similaridade com genes cry.

Seguindo na estratégia de caminhamento cromossémico, outros trés iniciadores,
43 63, 425 406 e 670_651, foram produzidos com base no “contig” 13 (Tabela 1). Apds
0s mesmos procedimentos realizados anteriormente, para os outros oligonucleotideos,
uma vez que o sequenciamento direto com esses iniciadores também nao foi bom,
observou que ocorreu um novo acréscimo nesse “contig”, o qual passou a ser
denominado “contig” 23 com 724 bases (Figura 15). A analise dessas sequéncias no
GenBank com a ferramenta Blastn mostrou serem elas similares a genes cry. Na
sequéncia representada pelo “contig” 23 foi possivel identificar o inicio da ORF (ATG), fato
confirmado quando se realiza uma analise com a ferramenta Blastx, uma vez que essa
regido é alinhada com outras regides iniciadoras da transcricao presentes em diversos
outros genes cry. Juntando os dois “contigs”, 3525 bases haviam sido sequenciadas. Do
mesmo modo, por similaridade com genes cry, foi possivel supor que existiam
aproximadamente 120 bases entre o “contig” 23 e o 26 e que mais 500 bases,

aproximadamente seriam suficientes para chegar ao final do gene (Figura 15).

Figura 15 Esquema ilustrativo que identifica as possiveis posi¢cdes dos “contigs” 23 e 26
no gene em sequenciamento, bem como o provavel numero de bases a ser sequenciada

para a completa caracterizag&o do novo gene.
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Para chegar ao coédon de parada e eventual fechamento do gap realizaram-se
PCRs com os oligos 43_63, que esta ancorado, no sentido 5'-3', na extremidade do
“contig” 23 mais préxima do contig 26, e 920_901, que esta ancorado, no sentido 3'-5',
na extremidade do “contig” 26 mais proxima do “contig” 23. A banda resultante dessa
amplificacao foi purificada, clonada em pGEM-T Easy e, ap6s a multiplicagdo do clone
recombinante e sequenciamento do respectivo inserto, foi possivel verificar o
fechamento do gap existente entre os dois “contigs”.

Com o intuito de alcangar o cdédon de parada, uma PCR utilizando o iniciador
3873_3895 (Tabela 1) no sentido 5'-3' foi realizada. Apds a analise da sequencia, foi
possivel identificar o cédon de terminacdo (TAA), e, finalmente, montou-se o ultimo
“contig” 42. No final, esse gene cry foi fechado com sobra, tanto no inicio como no final
do gene, perfazendo um total de 4.458 nucleotideos, dos quais, 3.516 bases
compreendem a nova ORF.

Uma comparagédo com sequéncias depositadas no GenBank mostra que, o gene
mais préximo, cry032, possui 22 nucleotideos diferentes da ORF obtida a partir do
isolado 113. Ja quando a comparacgao é feita ao nivel de proteina, sdo encontrados
sete aminoacidos diferentes entre a ORF sequenciada e o gene cry032.

A partir de um alinhamento multiplo (http://align.genome.jp) com as seis
sequéncias mais similares a ORF sequenciada, foi gerado um dendrograma com base
em sequéncias de aminoacidos (Figura 16). E possivel verificar que a ORF obtida é
similar a um grupo de quatro genes cry muito similares entre si, mas ela possui uma
certa diferenca entre eles. Dentre esses genes encontra-se o gene cry032, que é ativo
contra nematoides, e trés outros genes do grupo cry1E, efetivos contra lepidépteros
(Figura 16).
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gi 1946622 crylEad

gi 17979619 cry032

gi 8469151 crylEa

- —— i 160221245 crylEa

ORF

— i 37781497 crylAa

L— i 8469136 crylAd

Figura 16 Agrupamento de sequéncias génicas obtidas pelo alinhamento multiplo
executado pelo programa blast. A sequencia obtida nesse estudo é indicada como
ORF.
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V.6. Amplificagdo, clonagem e expressao dos genes cry

V.6.1. Clonagem e ressequenciamento dos genes

As amplificagbes dos dois genes (isolado 113 e 133) com vistas a clonagem n&o
apresentou dificuldades. O par de oligonucleotideos produzido para essa finalidade
amplificou um fragmento unico do tamanho esperado (3.516 pb) para os dois isolados
(Figura 17).

~3516 pp——»

Figura 17 Amplificagcdes dos dois genes (isolado 113 e 133) gerando um fragmento
unico do tamanho esperado (3.516 pb) para os dois isolados. M: 1kb DNA Ladder
(Fermentas).

Apbs ligagdo no vetor pET SUMO esses dois fragmentos foram transformados
em células quimicamente competente de E. coli One Shot Mach1-T1R, que acompanha

o conjunto de reagentes obtido junto a Invitrogem (ChampionTM pET SUMO Protein
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Expression System). No entanto, obteve-se um baixo rendimento, uma vez que
somente foi possivel recuperar seis construgdes do isolado 113 e quatro do 133. Assim,
nova transformacéo foi realizada em células quimicamente competentes de E. coli
ER2566 (New England Biolabs, Inc.). Nesse segundo passo obtiveram-se 29
transformantes do isolado 113 e 27 do isolado 133. Essas construgbes foram
multiplicadas em meio de cultura e procedido a extragdo plasmidial. A clivagem com a
enzima Ndel, que lineariza o vetor, possibilitou verificar quais constru¢des tinham o
tamanho proximo ao esperado, que era de aproximadamente 9.000 pb (inserto + vetor).

Verificaram-se que 9 construgdes tinham o tamanho esperado (Figura18).

Figura 18. Padrdo de restricdo dos fragmentos obtidos apds clivagem dos DNAs
plasmidiais com a enzima de restricdo Ndel. P: Plasmideos nao clivado; M: 1kb DNA

Ladder (Fermentas).
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Concomitante as clivagens com a enzima Ndel, clivagens com as enzimas
Hindlll, EcoRl e EcoRV também foram realizadas em 17 construgbes escolhidas
aleatoriamente (Tabela 2). Essas enzimas foram escolhidas apds analisar o mapa de
restricio para o primeiro gene sequenciado (Figura 19). Em nenhuma delas se

observou o padrao de bandas esperado.

Figura 19 Mapa de restricdo gerado através da ORF de 3.516 pb obtida, indicando as

enzimas que cortam o fragmento.

Em seguida, uma amplificagdo com os oligonucleotideos SUMO forward e T7
reverse, que possuem sitio de pareamento no vetor de clonagem, mostrou que grande
parte dos insertos tinham o tamanho esperado (Figura 20).

Apds os resultados anteriores nédo terem sido conclusivos, buscou-se outra
estratégia: combinar oligonucleotideos iniciadores internos ao gene, utilizados para o
sequenciamento, com oligonucleotideos que pareiam somente no vetor. Dessa
maneira, poderia determinar, além dos positivos para a inser¢cdo do gene, aqueles que

estavam na orientagao correta.
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Figura 20: Amplificacdo de todas as construgdes obtidas com os oligonucleotideos
SUMO forward e T7 reverse. M: 1kb DNA Ladder (Fermentas).

Desse modo, o oligonucleotideo iniciador SUMO F e o0 920_901 foram utilizados
em todas as construgdes e gerou um fragmento de aproximadamente 600 pb (Figura
21). O tamanho esperado para esse par de iniciadores era de 640 pb. Juntamente,
também foi realizada uma outra PCR com os iniciadores T7 Reverse e 3873 3895. A
banda esperada para esse par de oligonucleotideos era de 178 pb. Devido a algum
fragmento com tamanho muito préximo a esse presente fragmento esperado, em quase
todas as amostras (Figura 21), essa combinagao néao foi satisfatoria.

Persistindo, duvidas sobre quais construgdes escolher para a expressao da
proteina, mais quatro pares de oligonucleotideos foram analisados: SUMO F e
Right 1038; T7 R e 3000 _3020; pETSUMO2_F e away 5'; e pETSUMO2 R e
Left_1276.
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Os dois primeiros pares seriam para dirimir as duvidas quanto a orientacao
correta, uma vez que somente haveria amplificagdes se as sequéncias estivessem
corretamente orientadas. Apds as andlises, verificou-se que seis construgbes
apresentaram amplificacao corretamente para o primeiro par de iniciadores, enquanto

que para o segundo par observou-se um maior numero de positivos.

750 pb
suugu

250 pb

Figura 21. Analise eletroforética resultante de reacbes de PCR. Imagem “A”: resultados
das amplificagdes com as combinagdes dos iniciadores SUMO F e 0 920 901. Imagem
“B”: resultados das amplificagdes com as combinag¢des com dos iniciadores T7 Reverse
e 3873 _3895. M: 1kb DNA Ladder (Fermentas).

Finalmente, os dois ultimos pares de oligonucleotideos permitiram identificar as
sequéncias que estivessem com algum tipo de delegéo/insercéo interna, haja vista que
os dois iniciadores internos quase se sobrepde, pois 0 away %' inicia-se na posi¢ao

1.549 sentido reverso e o Left_1276 inicia-se na posi¢céo 1.827 sentido direto, de modo
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que eles abrangem 3.238 pb dos 3.516 totais dos genes. Os dois resultados
apresentados pelo terceiro par indicou 23 positivos (Figura 22 ) e o quarto e ultimo par

indicou sete positivos (Figura 23).

Figura 22. Andlise eletroforética resultante de reagcbes de PCR. Resultados das
amplificacbes com as combinagdes dos iniciadores pETSUMO2_F e away 5'. M: 1kb
DNA Ladder (Fermentas).
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Figura 23. Analise eletroforética resultante de reagbes de PCR. Resultados das
amplificacdes com as combinagdes dos iniciadores pETSUMOZ2_R e Left_1276. M: 1kb
DNA Ladder (Fermentas).

A fim de poder visualizar os resultados e facilitar a selegdo das constru¢des que
seriam submetidas ao ressequenciamento e aos testes de expressdo, uma tabela
sumarizando os dados foi construida (Tabela 2). Apés as andlises dos resultados,

quatro construgdes foram selecionadas: 113.5.M, 113.18.E, 113.19.E e 133.6.E.
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Tabela 2. Resumo dos testes realizados para selecionar as construgbes com a correta
orientagc&o das sequéncias a serem submetidas aos testes de expresséo

Clivagem com Enzimas \ Amplificagdo por PCR (Pares de Oligonucleotideos) \
, Sumo F x T7Rx Sumo F x T7Rx pETSUMO2_F x pETSUMO2_R
Construgdo Nde I? EcoR I° EcoR V Hind Il 920_901 3873_3895 Right_1038 3000_3020 away 5' x Left_1276
(640 pb) (178 pb) (1696 pb) (1051 pb) (1549 pb) (1689 pb)
113.1.M + + + + + + - - B N
113.2.M - NA NA NA + + - - - -
113.3.M - NA NA NA - + - - - -
113.4.M - NA NA NA - + - -
113.5.M + - - - + + + + + +
113.6.M - NA NA NA + - - -
133.1.M - NA NA NA - + - - - -
133.2.M + NA NA NA + + - - - -
133.3.M + NA NA NA - + - - - -
133.4.M - NA NA NA - + - - - -
113.1.E - - + - - + - - - -
113.2.E - + + + - + - - - -
113.3.E - - - - - + - - - -
1134.E - NA NA NA + + - - - -
113.5.E - NA NA NA + + - - - -
113.6.E - - - - - + - - - -
113.7.E - - + + - + - - - -
113.8.E + - + + + + - - - -
113.9.E - - + + + - - - -
113.10.E - NA NA NA - + - - - -
113.11.E - NA NA NA - + - - - -
113.12.E - NA NA NA + + - - - -
113.13.E - NA NA NA + + - - - -
113.14.E - NA NA NA + + - - - -
113.15.E - NA NA NA - + - - - -
113.16.E + + + + + + - - N _
113.17.E - + + + + + - - _ _
113.18.E + + + = + + + + + +
113.19.E + + + + + + + + + .
113.20.E - + + + + + - - + +
113.21.E - - + - + + + - + +
113.22.E - NA NA NA + + + + -
113.23.E - NA NA NA + + - + + -
133.1.E - NA NA NA - + - - - -
133.2.E - NA NA NA - + - - - -
133.3.E - NA NA NA - + - - - -
133.4.E - NA NA NA + + - - - -
133.5.E + + + + + + - - - -
133.6.E + NA NA NA + + + + + +
133.7.E - NA NA NA + + - + + -
133.8.E - NA NA NA + + - + + -
133.9.E - - - - + + + - + +
133.10.E - NA NA NA + + - + + -
133.11.E - NA NA NA + + - + + -
133.12.E - NA NA NA + + - - - -
133.13.E - NA NA NA + + - + + -
133.14.E - NA NA NA + + - - - -
133.15.E - NA NA NA + + - + +
133.16.E - NA NA NA + + - + + -
133.17.E - NA NA NA + + - + + -
133.18.E - NA NA NA + + - + + -
133.19.E - NA NA NA + + - + + -
133.20.E - NA NA NA + + - + + -
133.21.E - NA NA NA + + - + + -
133.22.E - NA NA NA + + - + + -
133.23.E - NA NA NA + + - + + -
1 — M = Construgdes transformadas em One Shot Match 1~ T1R (Invitrogen) e E = Construgdes transformadas em ER2566; 2 — - = Amostras que foram negativas para o teste

realizado e + = Amostras que foram positivas para o teste realizado; 3 — NA = Amostras ndo submetidas ao teste
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Com as quatro sequéncias confirmadas, passou-se a sequencia-las para que se
pudesse afirmar com certeza qual seria a constituicdo de bases de cada uma delas.

As reacgdes iniciais ndo foram satisfatorias e houve necessidade de padronizar a
quantidade de DNA nas reacgdes, chegando ao valor de 1500 ng por reacédo como a
concentracao 6tima. Ao todo, para as quatro construgdes, foram realizadas 676 reag¢des
de sequenciamento, sendo que ao final foi possivel verificar que a constru¢ao 113.5.M,
com 3.515 nucleotideos, possui um nucleotideo a menos na posicédo 17 (Houve a
delecdo de uma adenina). Esse fato inseriu um coédon de parada na posicao 16 da
sequéncia de aminoacidos, inviabilizando a sua expressdo. Considerando que o
oligonucleotideo 113_Cloning_pETSUMO2_F tem 27 bases, essa delecao pode ter sido
decorrente de um mau pareamento do iniciador. O resultado obtido para o 133.6.E, com
3.321 nucleotideos, mostra que ele possui algumas diferengas na regido 3' do gene,
indicando ser diferente das outras construgbes. Ja o 113.18.E e o 113.19.E s&o
idénticos em termos de constituicdo de bases e estdo corretamente inseridos no vetor.
Portanto, tem-se dois genes sequenciados, sendo que as Figuras 24 e 25, apresentam
as sequéncias de nucleotideos, e Figuras 26 e 27, as sequéncias de aminoacidos.

Todas as construgdes sdo muito parecidas com os genes cry032 (gi:17979619) e
crylEa (gi:8469151), com e-value igual a 0 (zero), mas nao sao idénticas. Devido a
essa similaridade, todas as comparacgbes, das construgdes analisadas no presente

texto, sdo relacionadas a esses dois genes, cry032 e cry1Ea.
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>113.19

atggagatagtgaataatcagaatcaatgcgtgccttataattgtttaaataatcctgaaaatgagatattagatattgaaaggtcaaatagtactgtag
caacaaacatcgccttggagattagtcgtctgectegetteccgcaactccaataggggggattttattaggattgtttgatgcaatatgggggtctatagg
cccttcacaatgggatttatttttagagcaaattgagctattgattgaccaaaaaatagaggaattcgctagaaaccaggcaatttctagattagaaggg
ataagcagtctgtacggaatttatacagaagcttttagagagtgggaagcagatcctactaatccagcattaaaagaagagatgcgtactcaatttaatg
acatgaacagtattcttgtaacagctattcctcttttttcagttcaaaattatcaagtcccatttttatcagtatatgttcaagctgcaaatttacattt
atcggttttgagagatgtttcagtgtttgggcaggcttggggatttgatatagcaacaataaatagtcgttataatgatctgactagacttattcctata
tatacagattatgctgtacgctggtacaatacgggattagatcgcttaccacgaactggtgggctgcgaaactgggcaagatttaatcagtttagaagag
agttaacaatatcagtattagatattatttcttttttcagaaattacgattctagattatatccaattccaacaagctcccaattaacgcgggaagtata
tacagatccggtaattaatataactgactatagagttggccccagecttcgagaatattgagaactcageccattagaagcccccaccttatggacttetta
aataatttgaccattgatacggatttgattagaggtgttcactattgggcagggcatcgtgtaacttctcattttacaggtagttctcaagtgataacaa
cccctcaatatgggataaccgcaaatgcggaaccaagacgaactattgctcctagtacttttccaggtcttaacctattttatagaacattatcaaatcce
tttcttccgaagatcagaaaatattactcctaccttagggataaatgtagtacagggagtagggttcattcaaccaaataatgctgaagttctatataga
agtagggggacagtagattctcttaatgagttaccaattgatggtgagaattcattagttggatatagtcatcgattaagtcatgttacactaaccaggt
cgttatataatactaatataactagcctgccaacatttgtttggacacatcacagtgctactaatacaaatacaattaatccagatattattacacaaat
acctttagtgaaaggatttagacttggtggtggcacctctgtcattaaaggaccaggatttacaggaggggatatccttcgaagaaataccattggtgag
tttgtgtctttacaagtcaatattaactcaccaattacccaaagataccgtttaagatttcgttatgcttccagtagggatgcacgaattactgtagega
taggaggacaaattagagtagatatgacccttgaaaaaaccatggaaattggggagagcttaacatctagaacatttagctataccaattttagtaatcc
tttttcatttagggctaatccagatataattagaatagctgaagaacttcctattcgtggtggtgagectttatatagataaaattgaacttattctagea
gatgcaacatttgaagaagaatatgatttggaaagagcacagaaggcggtgaatgccctgtttacttctacaaatcaactagggctaaaaacagatgtga
cggattatcatattgatcaagtttccaatttagttgagtgtttatcggatgaattttgtctggatgaaaagagagaattatccgagaaagtcaaacatgce
gaagcgactcagtgatgaacggaatttacttcaagatccaaacttcagagggatcaataggcaaccagaccgtggctggagaggaagcacggatattact
atccaaggtggagatgacgtattcaaagagaattacgtcacattaccgggtacctttgatgagtgctatccaacgtatttatatcaaaaaatagatgagt
cgaagttaaaagcttatacccgctatgaattaagagggtatatcgaggatagtcaagacttagaaatctatttaattcgctacaatgcaaaacacgagac
agtaaacgtgccaggtacgggttccttatggccgectttcagecccaaagtccaatcggaaagtgtggagaaccgaatcgatgecgegeccacaccttgaatgg
aatcctaatctagattgctcctgcagagacggggaaaaatgtgcccatcattcccatcatttctecttggacattgatgttggatgtacagacttaaatg
aggacttaggtgtatgggtgatattcaagattaagacacaagatggctatgcaagactaggaaatctagagtttctcgaagagaaaccactattagggga
agcactagctcgtgtgaaaagagcggagaaaaaatggagagacaaatgcgaaaaattggaatgggaaacaaatattgtttataaagaggcaaaagaatct
gtagatgctttatttgtaaactctcaatatgatagattacaagcggatacgaatatcgcgatgattcatgcggcagataaacgecgttcatagecattecgag
aagcgtatctgccagagctgtctgtgattccgggtgtcaatgecggctatttttgaagaattagaagggecgtattttcactgecattctececctatatgatge
gagaaatgtcattaaaaatggcgatttcaataatggcttatcatgctggaacgtgaaagggcatgtagatgtagaagaacagaacaaccatcgttcggtce
cttgttgttccagaatgggaagcagaagtgtcacaagaagttcgtgtttgtccgggtcgtggctatateccttegtgttacagegtacaaagagggatatg
gagagggctgtgtagcgattcatgagatcgaagacaatacagacgaactgaaattcagcaactgtgtagaagaggaagtatatccaaacaacacggtaac
gtgtaataattatactgcgactcaagaagaacatgagggtacgtacacttcccgtaatcgaggatatgacgaagcctatgaaagcaattcttcectgtacat
gcgtcagtctatgaagaaaaatcgtatacagatagacgaagagagaatccttgtgaatctaacagaggatatggggattacacaccactaccagctgget
atgtgacaaaagaattagagtacctcccagaaaccgataaggtatggattgagatcggagaaacggaaggaacattcatcgtggacagecgtggaattact
tcttatggaggaataa

Figura 24. Sequéncia completa da ORF presente no isolado 113 composta por 3.516

nucleotideos.



>133.6

atggagatagtgaataatcagaatcaatgcgtgccttataattgtttaaataatcctgaaaatgagatattagatattgaaaggtcaaatagtactgtag
caacaaacatcgccttggagattagtcgtctgectegetteccgcaactccaataggggggattttattaggattgtttgatgcaatatgggggtctatagg
cccttcacaatgggatttatttttagagcaaattgagctattgattgaccaaaaaatagaggaattcgctagaaaccaggcaatttctagattagaaggg
ataagcagtctgtacggaatttatacagaagcttttagagagtgggaagcagatcctactaatccagcattaaaagaagagatgcgtactcaatttaatg
acatgaacagtattcttgtaacagctattcctcttttttcagttcaaaattatcaagtcccatttttatcagtatatgttcaagctgcaaatttacattt
atcggttttgagagatgtttcagtgtttgggcaggcttggggatttgatatagcaacaataaatagtcgttataatgatctgactagacttattcctata
tatacagattatgctgtacgctggtacaatacgggattagatcgcttaccacgaactggtgggctgcgaaactgggcaagatttaatcagtttagaagag
agttaacaatatcagtattagatattatttcttttttcagaaattacgattctagattatatccaattccaacaagctcccaattaacgcgggaagtata
tacagatccggtaattaatataactgactatagagttggccccagecttcgagaatattgagaactcageccattagaagcccccaccttatggacttetta
aataatttgaccattgatacggatttgattagaggtgttcactattgggcagggcatcgtgtaacttctcattttacaggtagttctcaagtgataacaa
cccctcaatatgggataaccgcaaatgcggaaccaagacgaactattgctcctagtacttttccaggtcttaacctattttatagaacattatcaaatcce
tttcttccgaagatcagaaaatattactcctaccttagggataaatgtagtacagggagtagggttcattcaaccaaataatgctgaagttctatataga
agtagggggacagtagattctcttaatgagttaccaattgatggtgagaattcattagttggatatagtcatcgattaagtcatgttacactaaccaggt
cgttatataatactaatataactagcctgccaacatttgtttggacacatcacagtgctactaatacaaatacaattaatccagatattattacacaaat
acctttagtgaaaggatttagacttggtggtggcacctctgtcattaaaggaccaggatttacaggaggggatatccttcgaagaaataccattggtgag
tttgtgtctttacaagtcaatattaactcaccaattacccaaagataccgtttaagatttcgttatgcttccagtagggatgcacgaattactgtagega
taggaggacaaattagagtagatatgacccttgaaaaaaccatggaaattggggagagcttaacatctagaacatttagctataccaattttagtaatcc
tttttcatttagggctaatccagatataattagaatagctgaagaacttcctattcgtggtggtgagectttatatagataaaattgaacttattctagea
gatgcaacatttgaagaagaatatgatttggaaagagcacagaaggcggtgaatgccctgtttacttctacaaatcaactagggctaaaaacagatgtga
cggattatcatattgatcaagtttccaatttagttgagtgtttatcggatgaattttgtctggatgaaaagagagaattatccgagaaagtcaaacatgce
gaagcgactcagtgatgaacggaatttacttcaagatccaaacttcagagggatcaataggcaaccagaccgtggctggagaggaagcacggatattact
atccaaggtggagatgacgtattcaaagagaattacgtcacattaccgggtacctttgatgagtgctatccaacgtatttatatcaaaaaatagatgagt
cgaagttaaaagcttatacccgctatgaattaagagggtatatcgaggatagtcaagacttagaaatctatttaattcgctacaatgcaaaacacgaggce
agtaaacgtgccaggtacgggttccttatggccgectttcagecccaaagtccaatcggaaagtgtggagaaccgaatcgatgecgegeccacaccttgaatgg
aatcctaatctagattgctcctgcagagacggggaaaaatgtgcccatcattcccatcatttctecttggacattgatgttggatgtacagacttaaatg
aggacttaggtgtatgggtgatattcaagattaagacacaagatggctatgcaagactaggaaatctagagtttctcgaagagaaaccactattagggga
agcactagctcgtgtgaaaagagcggagaaaaaatggagagacaaatgcgaaaaattggaatgggaaacaaatattgtttataaagaggcaaaagaatct
gtagatgctttatttgtaaactctcaatatgatagattacaagcggatacgaatatcgcgatgattcatgcggcagataaacgecgttcatagecattecgag
aagcgtatctgccagagctgtctgtgattccgggtgtcaatgecggctatttttgaagaattagaagggecgtattttcactgecattctececctatatgatge
gggaaatgtcattaaaaatggcgatttcaataatggcttatcatgctggaacgtgaaagggcatgtagatgtagaagaacagaacaaccatcgttcggtce
cttgttgttccagaatgggaagcagaagtgtcacaagaagttcgtgtttgtccgggtcgtggctatateccttegtgttacagegtacaaagagggatatg
gagagggctgtgtaacgattcatgagatcgaagacaatacagacgaactgaaattcagcaactgtgtagaagaggaagtatatccaaacaacacggtaac
gtgtaataattatactgcgactcaagaagaacatgagggtacgtacacttcccgtaatcgaggatatgacgaagcctatgaaagcaattcttcectgtacat

gcgtcagtctatgaagaaaaa
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Figura 25. Sequéncia completa da ORF presente no isolado 133 composta por 3.321

nucleotideos.



MEIVNNQNQCVPYNCLNNPENEILDIERSNSTVATNIALEISRLLASATPIGGILLGLFDAIWGSIGPSQWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEG
ISSLYGIYTEAFREWEADPTNPALKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLESVONYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGFDIATINSRYNDLTRLIPI
YTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARENQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRLYPIPTSSQLTREVYTDPVINITDYRVGPSFENIENSAIRSPHLMDEL
NNLTIDTDLIRGVHYWAGHRVTSHEFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRRSENITPTLGINVVQGVGFIQPNNAEVLYR
SRGTVDSLNELPIDGENSLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTNITSLPTEVWTHHSATNTNTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGE
FVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVAIGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELPIRGGELYIDKIELILA
DATFEEEYDLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFCLDEKRELSEKVKHAKRLSDERNLLODPNFRGINRQPDRGWRGSTDIT
IQGGDDVFKENYVTLPGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYELRGYIEDSQDLEIYLIRYNAKHETVNVPGTGSLWPLSAQSPIGKCGEPNRCAPHLEW
NPNLDCSCRDGEKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLNEDLGVWVIFKIKTQDGYARLGNLEFLEEKPLLGEALARVKRAEKKWRDKCEKLEWETNIVYKEAKES
VDALFVNSQYDRLQADTNIAMIHAADKRVHSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEELEGRIFTAFSLYDARNVIKNGDFNNGLSCWNVKGHVDVEEQNNHRSV
LVVPEWEAEVSQEVRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVAIHEIEDNTDELKFSNCVEEEVYPNNTVTCNNYTATQEEHEGTYTSRNRGYDEAYESNSSVH
ASVYEEKSYTDRRRENPCESNRGYGDYTPLPAGYVTKELEYLPETDKVWIEIGETEGTFIVDSVELLLMEE*
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Figura 26. Sequéncia de aminoacidos predita a partir da ORF presente no isolado 113

composta por 1.172 codons.

MEIVNNQNQCVPYNCLNNPENEILDIERSNSTVATNIALEISRLLASATPIGGILLGLFDAIWGSIGPSQWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEG
ISSLYGIYTEAFREWEADPTNPALKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLFSVONYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGEFDIATINSRYNDLTRLIPI
YTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARFNQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRLYPIPTSSQLTREVYTDPVINITDYRVGPSFENIENSAIRSPHLMDFL
NNLTIDTDLIRGVHYWAGHRVTSHEFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLEFYRTLSNPFFRRSENITPTLGINVVQGVGFIQPNNAEVLYR
SRGTVDSLNELPIDGENSLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTNITSLPTEVWTHHSATNTNTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGE
FVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVAIGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELPIRGGELYIDKIELILA
DATFEEEYDLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFCLDEKRELSEKVKHAKRLSDERNLLQDPNFRGINRQPDRGWRGSTDIT
IQGGDDVFKENYVTLPGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYELRGYIEDSQDLEIYLIRYNAKHEAVNVPGTGSLWPLSAQSPIGKCGEPNRCAPHLEW
NPNLDCSCRDGEKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLNEDLGVWVIFKIKTQODGYARLGNLEFLEEKPLLGEALARVKRAEKKWRDKCEKLEWETNIVYKEAKES
VDALFVNSQYDRLQADTNIAMIHAADKRVHSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEELEGRIFTAFSLYDAGNVIKNGDFNNGLSCWNVKGHVDVEEQNNHRSV
LVVPEWEAEVSQEVRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVTIHEIEDNTDELKFSNCVEEEVYPNNTVTCNNY TATQEEHEGTYTSRNRGYDEAYESNSSVH
ASVYEEK

Figura 27. Sequéncia de aminoacidos predita a partir da ORF presente no isolado 133

composta por 1.107 coédons.

Durante o andamento final do projeto foi verificado que alguns dos ultimos

ensaios e experimentos deveriam ser executados concomitantemente. Assim, o

ressequenciamento dos genes, os testes de expressao e o bioensaio se deram quase

que ao mesmo tempo. Por esse motivo, os primeiros testes de expressdo foram

realizados com as quatro construg¢des, 113.5.M, 113.18.E, 113.19.E e 133.6.E, uma vez

que nédo se tinha conhecimento da mudancga na fase de leitura e, consequentemente,

da presenca do cddon de parada prematuro.
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As primeiras tentativas de se expressar as proteinas se deram de acordo com o
sugerido pelo conjunto de reagentes utilizado para a clonagem, Champion pET SUMO
Protein Expression System (Invitrogen), ou seja, meio de cultura LB, 4-6h de
multiplicagéo ap6s indugéo e 1,0 mM de IPTG a 37 °C. Apos diversas tentativas, n&o foi
possivel obter as proteinas. A primeira providéncia foi transferir as quatro construcoes
para células de E. coli BL21(DE), pois, devido a clonagem inicial dos produtos da
ligacdo nas células de E. coli One Shot Mach1-T1R nao ter produzido grande
quantidade de transformantes, optara-se por clonar diretamente em células de E. coli
ER2566, ou seja, aventou-se que a auséncia de expressdo se devia a célula
hospedeira, linhagem ER2566. Infelizmente, as construgbes em BL21(DE) também nao
expressaram.

Devido a isso, passou-se a variar condigbes de multiplicagdo e quantidade do
indutor IPTG. Foram testados 3 meios de cultura diferentes, 3 temperaturas de
multiplicacéo distintas, 4 concentragbes do indutor IPTG e 3 periodos de multiplicagédo
(vide secao Material e Métodos para maiores detalhes).

Os primeiros resultados demonstraram que as proteinas analisadas nao
expressavam a 37 °C, aparecendo somente nas condi¢bes submetidas a 18 e 25 °C.
Devido o tamanho das proteinas expressas, estimado em, aproximadamente, 134 KDa,
a identificacdo das mesmas no gel era muito dificil, uma vez que elas eram expressas
em pequenas concentragdes, em relagdo as proteinas da célula hospedeira. Assim, na
regido do gel onde elas apareciam havia outras proteinas da célula hospedeira com
massa parecida e, as vezes, com maior concentracdo (Figura 28), dificultando a

visualizacdo dos alvos.
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Figura 28. Eletroforese de proteinas totais de dois isolados de Bacillus thuringiensis,
isolados 113 e 133, em gel de poliacrilamida-dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) 10%
corado com Coomassie Brilliant Blue. M: marcador molecular (KDa) PageRuler
Unstained Protein Ladder (SM0661, Lote 00028137, Fermentas) e as posi¢des relativas
a 120 e 150 KDa est&o destacadas.

Buscou-se diminuir a concentracdo de poliacrilamida do gel e de separagao.
Apbs testar as concentracdes de 12, 10, 8 e 6%, verificou-se que a ultima apresentava
a melhor resolucao. Além disso, verificou-se que géis com campo de separagédo menor

que 15 cm n&o sdo adequados para esse caso, uma vez que as proteinas alvos
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chegam ao final (base) do gel sem separar das proteinas da célula hospedeira. O ideal
seriam géis igual ou superior a 20 cm para uma boa resolugao.

Os resultados em géis de poliacrilamida-dodecil-sulfato de s6dio 6% mostraram
que a expressao das proteinas € maior a 18 °C, se mantém detectavel a 25 °C, mas em
menor concentracao que a 18 °C, e confirmaram que nao séo expressas a 37 °C, isso
para todos os 3 tempos de indugdo testados. A partir de 4 h de multiplicagéo ja é
possivel identificar as proteinas no gel, mas, numa baixa concentracdo, e a 12 h
observou-se 0 maximo de expressao (Figura 29).

Um fato interessante foi observar que a proteina a partir do isolado 133 tem uma
massa maior que a proteina a partir do isolado 113 (Figura 29).

Para a confirmacéo de expressao da proteina, inicialmente a partir da construgéo
133.6, as fragbes protéicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e o
Western Blotting foi realizado na tentativa de detectar a proteina recombinante pela
ligacdo do anticorpo anti-His a cauda de polihistidina da proteina. Na Figura 30, pode-
se observar a banda correspondente a reac&o do anticorpo contra a proteina expressa
dos controles positivos, ao passo que ndo houve nenhuma deteccdo com relagdo ao
extrato preparado com células de E.coli com 0,0 mM de IPTG, mostrando a auséncia da

histidina e, portanto, a auséncia de expressao.
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> — > . —} 160 kDa
—} 120 kDa

Figura 30. Visualizagdo das bandas protéicas na membrana de nitrocelulose pelo
Western-blotting com a construgdo plasmidial 133.6, induzidas com 0,2mM; 0,4mM;
1,0mM de IPTG, a 18°C. A membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo
monoclonal anti-His. As amostras correspondem a: 1 - controle ndo induzido a 0,0 mM,;
linhas 2 - amostra 133.6, induzida com 1mM de IPTG; 3 - amostra 133.6, induzida com
0,4 mM de IPTG; 4 - amostra 133.6, induzida com 0,2 mM. M: marcador de peso

molecular de proteinas BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).

V.7. Bioensaio com nematoides

Foi desenvolvido um ensaio em placa de Petri para avaliar a eficiéncia de
intoxicacdo e os efeitos da proteina Cry de B. thuringiensis na alimentacdo de
nematoides.

Todos os tratamentos avaliados obtiveram diferencas significativas em relagéo a
testemunha (Tabela 3). Observa-se que o numero de nematoides ativos foi maior nos
tratamentos testemunhas, onde o0 mesmo chegou a ter menos de 15% de mortalidade,

mantendo-se estavel no tratamento testemunha com agua pura (Figura 31A), Além
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disso, a grande maioria dos vermes que foram mantidos em suspensido aquosa ou em

agua com Tween (testemunhas) apresentaram desenvolvimento saudavel.

Tabela 3. Analise de Variancia — ANOVA, utilizando delineamento inteiramente ao
acaso com medidas repetidas, entre o percentual de nematoides mortos nos grupos
controle e tratado, no periodo de 96 horas (numDF = graus de liberdade, F-value =

valor de F calculado; p-value = nivel de significancia ajustado)

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 296,42 <0,0001
tratamento 5 10,46 <0,0001
tempo 2 5,1 0,01
Tratamento:tempo 10 2,47 0,01

Por meio da analise de variancia (Tabela 3) foi possivel verificar a existéncia de
diferengas significativas entre os isolados estudados. Nos tratamentos 113 e 133, o
numero médio de nematoides imodveis (mortos) foi maior que no tratamento
testemunha. Todas as concentragbes com os dois isolados utilizados no experimento
(Figura 31 A, B) mostraram-se eficientes no controle de Panagrellus sp., o que
demonstra a suscetibilidade deste verme ao B. thuringiensis. Na Figura 31A estdo
apresentados os dados observados da porcentagem de mortalidade dos nematoides e
o tempo decorrido em funcdo da acéo de B. thunigiensis. A mortalidade foi maior nos
intervalos de 48 e 72 h, e decrescendo a 96 h. Na avaliagdo realizada com 48h, a
mortalidade foi maior no tratamento 113, que diferiu significativamente (P< 0,05), dos
demais tratamentos, exceto da testemunha (em ambas as concentra¢des), porém o 113
(3x 10%) se destacou com 80% de mortalidade, mas estatisticamente foi igual ao
tratamento 113 (1x10%) e 133 (1x10%). O isolado 113 (3x10%) pode ser, portanto,
considerado o de melhor desempenho, pois destacou-se como o melhor isolado no

controle dos nematoides para as concentragdes testadas.
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Uma comparacio feita com o isolado 133 (1x10%) em relagdo aos outros, foi
observado que este teve o menor efeito controlador do verme (Figura 31A). No entanto,
pode-se concluir que os tratamentos 113 e 133 mostraram-se eficientes para o controle,
uma vez que o numero médio de nematoides imdveis (mortos) encontrados nas
avaliagbes foi superior aos encontrados nos tratamentos testemunha (Figura 31B).
Embora, mesmo sendo pouco a diferenca entre as concentragbes testadas de
esporos/mL, nota-se que todos os tratamentos 3x108, foram os mais eficientes.

Estes resultados estabelecem, pela primeira vez, em nosso grupo de pesquisa,
que uma proteina Cry pode intoxicar e realizar controle biolégico contra o nematoide
(Panagrellus sp.). Embora os testes tenham sido realizados diretamente a partir dos
isolados, os resultados ensejam perspectivas positivas de que no futuro, estes
nematoides poderdo ser capazes de ingerir as proteinas Cry aqui expressas. Assim
sendo, a insercdo destas proteinas em plantas transgénicas pode vir a controlar

nematoides parasitas de planta.



‘Ao3in1 ap opojow ojad apepijigeqoid ap %G
B 9)UsWEeDNSe)Se IS aJlud Walsjip oeu ‘el)o| ewsaw ejad sepinbas seipg)\ "SOjuswe)el) S8juaIalip SO aJjud Seolis|ie)se
sedualallp se opueluspine Jojid xog, odiy op oolyels) :oyalig |suled ‘odwe) op obuo| oe sojuswelel) sauLI8)IP

SO oplnep ‘ds snjjaibeued soplojewau ap sawioadss Sop apepljleow ap wabejusalod :oplenbse |ouied L€ eanbi4

LL



72

VI. DISCUSSAO

Conhecer a sequéncia do DNA é uma fonte de pesquisa muito interessante para
a descoberta de novos genes. Muitos estudos com o objetivo de isolar genes cry de B.
thuringiensis tém sido realizados a fim de obter novos isolados como alternativa aos
genes previamente ja existentes e para os quais algum nivel de resisténcia tenha
aparecido nos insetos alvos.

Ao longo da ultima década, o grupo de pesquisa do Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada vem utilizando diversas estratégias moleculares
visando identificar novos genes cry eficazes no controle de insetos-praga das mais
diversas culturas de importancia econémica. Varias linhagens de B. thuringiensis tem
sido estudadas e testadas, entre elas destaca-se os isolados de B. thuringiensis 113 e
133. Esses isolados, apds resultados preliminares, carregam genes cry com
similaridade a genes cry eficazes no controle de nematoides e lepidépteros. Genes
eficazes contra lepidopteros sdo comuns, mas, eficazes contra nematoides é fato raro,
dai sua importancia. Nesse sentido, experimentos adicionais foram conduzidos no
sentido de buscar o conhecimento da sequéncia completa desses genes nesses
isolados.

Inicialmente, a metodologia de Southern blotting, muito utilizada nos laboratorios
de biologia molecular, foi utilizada para identificar um tamanho de fragmento de DNA
com tamanho préximo a 4 ou 5 kb, 0 que é esperado para a grande maioria dos genes
cry. Em um primeiro momento os resultados esperados ndo foram obtidos a contento.
Segundo LARA (2002), nada adianta repetir a experiéncia nas mesmas condi¢cbes
anteriores, sem que sejam feitos testes de otimizagdo, pois sdo varios os problemas

encontrados nos manuais de Southern blotting, uma vez que, normalmente, estes
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protocolos assumem que todas as sequéncias tém o mesmo perfil de hibridagao,
recomendando sempre as mesmas condi¢cdes de forga idnica, temperatura e tempo de
hibridagdo. Geralmente, a reacdo nao é conduzida sob condi¢gbes 6timas e o resultado
positivo, se obtido, poderia ser melhor. Conforme a sugestdo do autor (LARA, 2002),
neste estudo foram testadas seis enzimas de restricdo a fim de poder estimar o
tamanho dos respectivos genes e identificar um fragmento de DNA que facilitasse o
sequenciamento completo da ORF em quest&o. A partir das mudancas realizadas, tais
como a utilizagdo de outro protocolo de extracdo de DNA gendmico, foi possivel obter
uma sensivel melhora nos filmes de raio-X, o que possibilitou iniciar o processo de
construcao da biblioteca genémica parcial.

Alguns estudos semelhantes para genes cry de B. thuringiensis var. kurstaki
linhagem BNS3 foram relatados por outros autores. TOUNSI & JAOUA (2003)
utilizaram o DNA plasmidial da linhagem BNS3, clivaram com as enzimas de restricao
Hindlll e BamHI, e analisaram através da técnica de Southern blotting. Uma uUnica
banda correspondente ao tamanho esperado de 4 kb foi visualizada em um filme de
raio-X. Deste modo, uma biblioteca do fragmento de 4 kb, gerado pela clivagem com as
enzimas Hindlll e BamHI, foi construida a partir do DNA plasmidial de BNS3 e o
respectivo gene foi sequenciado e nomeado crybns3-4.

Segundo AMERICO (2009), uma grande dificuldade da clonagem de bibliotecas
de DNA esta no fato de se ter em maos uma mistura complexa com sequéncias de
DNA de diferentes tamanhos. Outra questdo é que quanto menor o fragmento, mais
eficientemente ele sera clonado, dificultando a clonagem de fragmentos maiores que 1
kb, sendo necessario adicionar algumas etapas para remover os fragmentos de menor
tamanho. Esse fato pode explicar a selecdo de aproximadamente 60 clones
recombinantes referentes ao isolado 113 por meio da técnica de hibridacéo de colbnias
e ndo se obter um grande incremento no sequenciamento do gene. A construgdo de
biblioteca de DNA com clones de alta qualidade e uma quantidade suficiente para
iniciar o sequenciamento completo do gene, deve ser realizada por meio de
transformacéo, utilizando o método de eletroporacdo (AMERICO, 2009). Este autor

utilizou a técnica de choque térmico com células competentes comerciais, especiais
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para bibliotecas e para fragmentos grandes, e constatou que o controle, pUC18,
funcionou bem, na ordem de 10° transformantes, mas ndo para as bibliotecas. O
maximo de transformantes obtidos neste estudo foi na ordem de 10* Com a
eletroporagdo, conseguiu-se um aumento de duas ordens de grandeza 10°, sendo que
nao foi utilizada toda a reacao de ligacéo.

A padronizacdo das hibridagdes é outro ponto a se considerar, pois elas podem
apresentar forte emissdo de fundo (“background”). De fato, esse foi outro percalco a
superar, o que foi obtido ap6s varios testes. Alguns pesquisadores relataram que a
eficiéncia da reagdo de marcacao depende do tempo, da temperatura de incubacgao, do
volume de reacéo final e da pureza dos acidos nucleicos (HOLZ et al. 1997). Segundo
LARA (2002), sinais de fundo (background) tendem a ser maiores, em métodos de
hibridagdo nao-radioativos, pois ha ocorréncia de interagdes inespecificas das
moléculas marcadas, necessitando um maior cuidado durante os procedimentos de
bloqueio e de lavagens.

Estudos realizados por KONGSUWAN et al. (2005) buscando caracterizar um
gene cry (cry47Aa) a partir da construcdo de uma biblioteca genémica, e com o DNA de
interesse clivado com as enzimas de restricdes EcoRV, Pvull e Stul, relataram que os
clones obtidos foram amplificados por PCR, com oligonucleotideos especificos
previamente produzidos, e as bandas de interesse, apds a clonagem em pGEM-T,
foram submetidas ao sequenciamento. Isso possibilitou um caminhamento na
sequéncia do gene e, a partir de entdo, combinag¢des das varias sequéncias de PCR
clonadas foram feitas, até conseguirem uma ORF completa do gene alvo. Os resultados
mostrados por KONGSUWAN et al. (2005) sdo muito parecidos aos obtidos para o
isolado 113, revelando uma estratégia similar para ampliar a sequéncia de nucleotideos
e o completo fechamento do gene.

Segundo HARDIN et al. (1996), a técnica do caminhamento cromossémico &
uma estratégia de sequenciamento muito eficaz, pois quando um iniciador é sintetizado
a partir de uma sequéncia conhecida, ele é utilizado para aumentar as informacdes a
respeito de uma sequéncia de uma regiao previamente desconhecida. A partir de entéo

uma nova informacao sera projetada para sintetizar um novo iniciador, e este processo
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se torna continuo até que a sequéncia de toda regido seja determinada por completa.
No entanto, essa técnica ndo foi tdo trivial no presente estudo, pois os
oligonucleotideos iniciadores sintetizados, mesmo sendo utilizados individualmente,
amplificaram diferentes partes do DNA. Esse fato pode ter acontecido em funcéo de
existirem outros genes cry nesse mesmo isolado, muito parecidos entre si, e de se ter
usado iniciadores n&o purificados. Normalmente, uma amostra de oligonucleotideo
iniciador pode conter fragmentos de tamanhos menores, que, em certas condi¢gdes nao
sdo prejudiciais, mas, sob alta especificidade, podem causar problemas. Para sanar
essa dificuldade, a purificagdo a partir do gel de agarose e clonagem de fragmentos
grandes foram necessarias. Essa necessidade de se construir sucessivas bibliotecas de
clones, tornou-se um processo relativamente demorado e laborioso, mas exitoso.
Desse modo, ao pensar em sequenciar um gene por completo, varios quesitos devem
ser avaliados e mais de uma técnica deve ser previamente considerada.

Por fim, a ORF obtida inicialmente foi muito semelhante ao gene cry032, que é
eficaz no controle de nematoides e também muito semelhante ao cry1Ea, eficaz no
controle de lepidopteros. Esta descoberta revela um possivel gene extremamente
interessante. Além disso, genes cry efetivos contra nematoides sdo raros e
considerando sua importancia na agricultura, a identificacdo de um gene com essa
caracteristica torna-se fundamental, sendo objeto de pesquisa de varios grupos de
estudos.

Apesar da sequéncia obtida inicialmente ser muito similar aos outros seis, 0
dendrograma obtido (Figura 16) a partir de alinhamento multiplo das sequéncias mais
similares a ela mostra que existem outros genes mais similares entre si que a
sequéncia obtida neste estudo. WARD et al. (1988) mostraram que a substituicdo de
um unico aminoacido na proteina cyt1Aa1 resultou em modificagdo da toxicidade em
relacéo ao tipo selvagem.

Neste trabalho, duas abordagens diferentes foram adotadas. Na primeira optou-se
pela identificacdo e caracterizacdo de novos genes cry. E numa segunda etapa dois

genes cry foram clonados em vetor de expressédo e finalmente realizou-se bioensaio
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contra nematoides de vida livre, a fim de determinar seu poder toxicologico e sua
especificidade.

Em relagdo a expressdo das proteinas Cry foram encontradas algumas
dificuldades no presente estudo. Inicialmente o tamanho do gene foi um fator que
demandou trabalhos excessivos, fato este que demonstrou a necessidade de esforgos na
busca pela expressdo das proteinas de alto peso molecular. BANEYX & MUJACIC
(2004), contornaram seus problemas relacionados a expressdo usando diferentes
concentragdes do indutor e/ou do meio de cultura, e, também de temperaturas de
inducdo. Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos neste estudo, pois
elevados niveis de expressdo foram obtidos a temperatura de 18 °C, sendo possivel
identificar as proteinas a partir de 4h de multiplicacdo, observando o maximo de
expressao a 12 h. Nao foi observado inducdo a 37 °C como o sugerido no protocolo do
vetor de expresséo pET SUMO, indicando que muitas vezes nao sao satisfatérios para
o sucesso do trabalho, necessitando outras abordagens.

A auséncia da expressdo é um outro fator que esta relacionado com a
composigao nucleotidica na regiao codificadora inicial que parece ser importante para a
expressao génica, bem como a presencga de cédons raros, localizados ao final do gene,
que podem causar alteragdes na fase de leitura (KANE, 1995; LAURSEN et al., 2005;
BANDMANN & NYGREN, 2007). Outro ponto importante em relacdo a expressao de
proteinas recombinantes em E. Coli, estd relacionado quando codons do gene
recombinante diferem de cédons da célula hospedeira, pois 0 sucesso da técnica pode
se tornar muito mais dificil. Diante destas informacdes, neste estudo examinou-se a
seqUéncia das quatro construgdes para a presencga desses cddons raros, o que auxiliou
na selecdo daqueles que entraram em frame correto, obtendo a expressao dos dois
genes estudados na bactéria.

As proteinas cry expressas no presente trabalho foram de aproximadamente 134
Kda, e, os resultados obtidos no sequenciamento revelaram que sao ativas contra
nematoides. De fato, estes dados estdo de acordo com CRICKMORE et al., 2007 os
quais revelaram que a maioria dos genes cry efetivos contra nematoides possuem

proteinas de alto peso molecular. Por exemplo, as proteinas Cry5Aa e Cry5Ab foram
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isoladas de B. thuringiensis subsp. darmstadiensis e apresentam peso molecular de
152 e 142 kDa, respectivamente (CRICKMORE et al., 2007). Ambas as toxinas s&o
ativas contra nematoides e acaros (MONNERAT & BRAVO, 2000). J4 a Cry12Aa que
também é uma toxina com atividade dupla contra nematoides e acaros (MONNERAT &
BRAVO, 2000) com peso molecular de 142 kDa, e, a proteina Cry21Aa possui massa
molecular de 132 kDa e também ¢é eficaz contra nematoides.

Em relacdo a eficacia dos isolados 113 e 133 em nematoides, testes de
toxicidade contra nematoides de vida livre foram realizados. Os resultados indicaram
que todos os isolados testados foram capazes de controlar estes vermes, que os
mesmos prejudicaram significativamente, ocasionando a morte e muitas vezes afetando
sua atividade. Sendo que o isolado 113 se destacou como o mais eficiente.

Estes resultados denotam a importéncia da realizacéo de testes de eficacia por
toxicidade, pois permitem a identificacédo de isolados eficientes contra a praga alvo.
Como os nematoides aqui testados responderam a algumas ac¢des das proteinas Cry,
sugere-se que estes vermes devem possuir enzimas proteoliticas nos receptores da
membrana do seu meio intestinal necessarias para a agdo das proteinas cristal. Esta
abordagem estd de acordo com ATKINSON e colaboradores (2003); estes autores
afirmaram que a estratégia de controle de nematoides mais promissora esta baseada
no bloqueio ou redugao do processo digestivo apds a formagao de poros no intestino do
verme. Assim, foi possivel verificar que os nematoides de vida livre demonstraram
serem suscetiveis as proteinas Cry de B. thuringiensis.

A toxicidade foi demonstrada através da intoxicacdo, capacidade em se
desenvolver, portanto, os genes identificados carregam caracteristicas altamente
promissoras no controle destes vermes. Neste sentido, uma avaliagdo mais eficaz
podera ser feita ao utilizar diretamente as proteinas expressas em E.coli neste estudo
contra nematoides fitoparasitas.

E sabido que a E. coli tem sido utilizada com sucesso em muitos estudos para a
producédo ativa de proteinas inseticidas. A resposta a este estudo indicara a que
certamente o B. thuringiensis estara agindo no intestino destes vermes. Resultados de

bionsaio contra nematoides foram observados por WEI et al. (2003) em que duas
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familias de proteinas Cry: Cry5A e Cry12A, e um membro da familia Cry6, Cry6B,
quando expressas em E. Coli, ndo foram toxicos para os nematoides estudados
naquele ensaio, porém os resultados negativos também deverao ser considerados com
muito cuidado porque, estas proteinas Cry podem ser ativas contra outros nematoides,
ou elas podem ter acao nematicida em doses mais elevadas.

Segundo SCHNEPF et al. 2003, varias proteinas Cry tem sido descritas como
nematicidas, e ainda WEI et al. 2003 testaram o efeito de B. thuringiensis contra os
nematoides de vida livre demonstrando alta atividade nematicida dos genes cry5B,
cry6A,cry14A e cry21A (WEI et al. 2003). Além disso, estima-se que aproximadamente
100.000 espécies de nematoides (ANDRASSY, 1992), muitas das quais vivem no solo
podem ingerir bactérias. Em apoio a esta hipotese, alguns autores caracterizavam os
efeitos toxicos na via metabdlica da proteina Cry5B de B. thuringiensis no nematoide
Caenorhabditis elegans e também demonstraram que duas proteinas cristais, Cry6A e
Cry14A, ocasionaram deformagdes no crescimento destes nematoides (GRIFFITTS et
al., 2001;MARROQUIN et al., 2000).

Uma outra abordagem que deve ser lembrada seria em relagdo aos ICPs, que
séo altamente suscetiveis a varios fatores, como a luz ultravioleta, calor, e os ciclos de
umidade. A expressdo de genes cry em organismos que compdem as toxinas mais
estaveis no meio ambiente foi proposto como uma maneira de superar esse problema.
A E. coli € um sistema eficaz de expressdo de genes cry, pois os parametros dos
processos da biossintética sdo melhor compreendidos nesta bactéria. O uso de E. coli
como um hospedeiro de expressao permite a producao seletiva de proteinas Cry com
especificidade de bioinseticidas. Além disso, ela também pode ser usada como um
veiculo eficaz para a produgéo industrial de proteinas cristal, funcionalmente melhorada
pela genética e engenharia de proteinas (BUKHARI & SHAKOORI, 2009). Alguns
autores estabeleceram condi¢gbes adequadas para uma larga expressdo em E. coli do
gene cry1Ac73 e cry1Ac (GE et al., 1991, ARONSON., 1995).

Sendo assim, os dados obtidos neste estudo podera contribuir para a construgéo
de plantas geneticamente modificadas, expressando proteinas Cry eficazes no controle

de nematoides, fato altamente positivo e almejado, diminuindo assim os gastos muitas
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vezes ineficientes com inseticidas quimicos e consequentemente contribuindo com uma
melhor qualidade do meio ambiente.

Assim, nesse estudo, foi possivel conhecer a sequéncia completa de nucleotideo
de uma ORF do isolado 113, e da sequéncia parcial do isolado 133, fato este que
ensejam expectativas que estes possiveis genes poderao ser uteis no desenvolvimento

de inseticidas microbianos para o controle tanto de nematoides como de lepidopteros.
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VIl. CONCLUSOES

Diante da analise de todos os resultados aqui apresentados, pode-se concluir

que:
1. Foram caracterizados dois novos genes cry pertencentes aos isolados 113 e 133;
2. O sequenciamento revelou dois novos genes cry, um com 3.516 nucleotideos do

isolado 113 e outro com 3.321nucleotideo do isolado 133;

3. Os novos genes cry clonados foram expressos em E. coli, e, o perfil eletroforético
mostrou que os dois isolados (113 e 133) n&o sé&o iguais;

4. Os resultados das proteinas expressas indicam que o isolado 133 possui uma
sequencia nucleotidica maior com que a do isolado 113;

5. Os isolados de B. thuringiensis foram potencialmente ativos contra os nematoides;
6. O bioensaio revelou que os nematoides de vida livre avaliados foram suscetiveis as

proteinas Cry de B. thuringiensis pertencentes aos isolados 113 e 133.
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