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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM GENE cry RECOMBINANTE
DE Bacillus thuringiensis var. londrina

RESUMO -

Os paises industrializados apresentam uma forte tendéncia em buscarem,
cada vez mais, sistemas de controle bioldgico eficiente e especificos sendo
menos téxicos para os humanos e o ecossistema em geral. Os bioinseticidas a
base de microrganismos entomopatogénicos ndo encontram grandes restricdes
quanto a sua utilizagdo. Dentre as bactérias que possuem atividade
entomopatogénica, Bacillus thuringiensis € a que apresenta maior valor potencial
no controle dos insetos-praga, por apresentar varios genes cry e possuir
mecanismos de recombinagao genética como: conjugacao e transformacdo. O
objetivo desse estudo foi identificar e caracterizar a linhagem B. thuringiensis
var. londrina. A analise morfologica dos cristais indica uma nova proteina Cry.
Para comparacdo foram utilizadas as linhagens de B. thuringiensis var.
tenebrionis, var. tolworthi e var. kurstaki - HD1 que possuem os genes cry3Aa,
cry3Ba e crylAa, respectivamente. Foi realizada a extragdo do DNA total das
quatro linhagens, em seguida esse material foi submetido a reagdo de PCR com
os oligonucleotideos iniciadores especificos dos genes acima citado. Para a
confirmacao dos resultados utilizou-se a técnica de hibridizacdo por Southern
blotting e sequenciamento dos amplicon. O amplicom para o gene cry3 obtido
pela linhagem padrao B. thuringiensis var. tenebrionis foi igual ao tamanho
esperado, porém o obtido pela linhagem var. londrina foi maior em numeros de
nucleotideo que o esperado, indicando uma possivel recombinacdo. A técnica
de Southern blotting confirmou a recombinagdo do gene mostrando diferencas
entre as bandas das linhagens padrao e da linhagem var. londrina, confirmando
assim um novo gene cry3. Os bioensaios executados com esse novo gene nao
indicaram eficiéncia para alguns insetos-praga de lavoura da ordem Lepidoptera
e foram eficientes para insetos-praga Sphenophorus levis da ordem Coleoptera.
Portanto, neste trabalho foi identificado um gene cry recombinante, da linhagem

B. thuringiensis var. londrina com toxicidade para ordem Coleoptera.

Palavras-Chave: genes cry, gene recombinante, proteina Cry, Sphenophorus levis.



IDENTIFICATION AND CARACTERIZATION OF A RECOMBINANT GENE OF
Bacillus thuringiensis var. londrina

SUMMARY -

Industrialized countries show a strong tendency to look for efficient and
specific biological control systems that are less toxic to humans and ecosystems.
Bioinsecticides based on entomopathogenic microorganisms are well accepted
by the public. Among those, bacteria that exhibit such entomopathogenic
activities, Bacillus thuringiensis is the one with major potential over the pests,
since it harbors several cry genes and holds genetic recombination mechanisms
such as bacterial conjugation and transformation in order to accomplish these
control procedures. The aim of this research was to identify and characterize the
strain of B. thuringiensis var. londrina. As a comparison some other strains of B.
thuringiensis such as B. thuringiensis var. tenebrionis, var. tolworthi and var.
kurstaki - HD1 that holds the genes cry3Aa, cry3Ba and crylAa, were used
respectively. Alkaline lysis procedure was used for the DNA extraction from the
four bacterial strains followed by its use on PCR reactions using the specific
primers for the genes. To confirm the results were utilized the techniques of
Southern blotting hybridization and DNA sequencing. The obtained amplicons
have shown a difference in size considering the pattern strains compared to the
var. londrina. The genetic recombination that took place so as to generate the
var. londrina cry gene was detected by Southern blotting analysis, the
hybridization results confirm the genetic recombination showing the banding
pattern differences that took place generating the new cry3 gene. The bioassays
showed that the recombinant gene was efficient to control Sphenophorus levis

(Coleopteran).

Keywords: cry genes, Cry protein, recombinant gene, Sphenophorus levis.
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1. INTRODUCAO

Ha varios anos os paises industrializados tém iniciado a busca de
sistemas de controle biolégico menos téxicos para os humanos e o0 meio
ambiente em geral, de maior eficiéncia e especificidade. Esta tendéncia se
acentuou nos ultimos anos porque uma percentagem elevada dos pesticidas
quimicos de uso atual foi retirado do mercado por problemas de toxicidade e
dano ecoldgico.

Os bioinseticidas a base de microrganismos entomopatogénicos nao
encontram grandes restricbes quanto a sua utilizagdo, nado apresentando
dificuldades quanto ao uso, podendo ser utilizados nos mesmos equipamentos
projetados para a aplicagdo de inseticidas quimicos, adaptando-se bem aos

equipamentos de fermentagcdo e desenvolvendo-se faciimente em culturas
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submersas; ndo apresentam problemas de toxicidade ao homem aos animais e
ao meio ambiente, pois, possuem alvos especificos de atuacgao.

Os bioinseticidas, ainda apresentam a vantagem de serem mais
facilmente obtidos em larga escala sendo a fabricagdo menos onerosa que a
dos inseticidas quimicos tradicionais.

Dentre as bactérias que possuem atividade entomopatogénica, o uso do
Bacillus thuringiensis como um bioinseticida € uma alternativa viavel para o
controle de insetos na agricultura e outras areas tais como, saude (controle de
vetores de doencgas). A atividade entomopatogénica desta bactéria é decorrente
da produgdo da toxina Cry, uma inclusdo protéica cristalina que a bactéria
Gram-positiva produz durante o processo de esporulagdo. Esta proteina Cry é
de alta especificidade; inofensivas ao ser humano, vertebrados, e plantas; e
completamente biodegradavel, portanto ndo levam a produgdo de residuos
toxicos e cumulativos no ambiente.

Esses cristais sdo formados por polipeptidios conhecidos como proteinas
Cry que apresentam propriedades entomopatogénicas frente a varias ordens de
insetos tais, como Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hemiptera e Orthoptera e
outros organismos como nematoides, acaros e protozoarios.

Na forma como séo sintetizadas, as proteinas Cry apresentam-se como
protoxinas sem agdo entomopatogénica, necessitando ser ativadas para o
desencadeamento do efeito toxico. Sua acédo ocorre por via oral, ao serem
ingeridas por um inseto suscetivel, as protoxinas s&o solubilizadas no ambiente

alcalino do intestino do inseto (pH ~ 10) e, processadas por proteases
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especificas transformando-as em toxinas. Nas células epiteliais do intestino do
inseto existem receptores especificos de membrana ocorrendo uma ligagao
irreversivel que tem como consequéncia a morte da larva do inseto.

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem de B. thuringiensis
sdo determinadas pelos tipos de genes cry funcionais que a mesma apresenta.
Uma linhagem de B. thuringiensis pode conter uma ou varias copias de um
mesmo gene cry ou de diferentes genes cujos produtos formardo o mesmo
cristal.

Existem hoje, mais de 250 sequéncias de genes cry que foram
determinadas e classificadas em 44 familias e diferentes subclasses. Esta
diferenga existe pela presenga do gene cry responsavel por codificar a proteina
Cry e pelos mecanismos de recombinagdo genética como: conjugacdo e
transformacao.

A linhagem B. thuringiensis var. londrina possui um gene recombinante
semelhante ao gene cry3Aa presente na linhagem tenebrionis que produz uma
proteina cristal toxica para a ordem Coleoptera, que controla a praga
Leptinotarsa decemlineata (besouro da batata do Colorado) (Krieg et al, 1984),
que 1982 Huger isolou e Krieg identificou um novo isolado que causa morte
também em Tenebrio molitor. A linhagem var. londrina é uma bactéria
entomopatogénica e possui caracteristicas de controle insetos-praga com
atividade toxica a um coledptero Sphenophorus levis praga da lavoura de cana-

de-agucar.
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Visando contribuir para a busca de alternativas mais eficazes no controle
de pragas agricolas, que sejam ecologicamente corretas, o presente trabalho
teve por objetivos.

- Caracterizar molecular a linhagem B. thuringiensis var. londrina, identificar
genes codificadores da proteina cristal e verificar a agdo de seus produtos sobre

larvas das ordens Coleoptera e Lepidoptera.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Ha varios anos os paises industrializados iniciaram a busca de sistemas
de controle biolégico menos tdxicos para os humanos e o meio ambiente em
geral, de maior eficiéncia e especificidade. Esta tendéncia se acentuou nos
ultimos anos porque uma percentagem elevada dos pesticidas quimicos de uso
atual saiu do mercado por problemas de toxicidade e dano ecoldgico.

O aumento do uso de produtos a base de microrganismos
entomopatogénicos s6 ocorreu, apés um grande esforco dos cientistas em
desenvolverem pesquisas e entenderem o funcionamento desses organismos.

Dentre as bactérias que possuem atividade entomopatogénica, o uso do
Bacillus thuringiensis vem ganhando espago anteriormente dedicado aos

inseticidas quimicos.
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A descoberta e a historia dessa bactéria possui mais de um século de
existéncia e tém sido revista com detalhes (Krieg, 1986; Briggs, 1986). A historia
da bactéria B. thuringiensis comega no inicio do século passado quando um
bacteriologista japonés isolou um bacilo da larva morta do bicho-da-seda,
Bombyx mori, (Ishawata, 1901). Segundo Tanada & Kaya, 1993 descreveram ja
nesta época Ishawata havia localizado uma toxina que estaria relacionada com
a morte das larvas (Ishawata, 1905 e 1906).

Em 1911 Berliner isolou células de uma bactéria formadora de esporos,
de lagartas da espécie Anagasta kuehniella, uma mariposa que se desenvolve
em farinha de trigo (mariposa da farinha). A partir de 1915, em homenagem a
provincia alemé& de Thuringia, de onde foi isolada, deu-se o nome de Bacillus
thuringiensis, A mesma bactéria foi posteriormente isolada por Mattes em 1927
e desde entdo Berliner e Mattes relataram a patogenicidade deste tipo de bacilo
para as larvas deste inseto.

De acordo com Steinhaus, 1960, Louis Pasteur pode ter trabalhado com
duas espécies de Bacillus, sendo uma delas a propria B. thuringiensis, quando
estudou doencgas de bicho-da-seda, no periodo compreendido entre 1865 e
1870. Pasteur encontrou B. thuringiensis, na poeira de locais de criagdo das
lagartas de bicho-da-seda. Outros pesquisadores como (Ohba et al., 1984)
também isolaram numerosas subespécies da mesma bactéria de locais
semelhantes, em fazendas de sericicultura do Japéao.

Nenhum dos pesquisadores acima citados realizou teste de campo

envolvendo a bactéria B. thuringiensis. A primeira tentativa foi conduzida por
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(Husz, 1929) através de um programa internacional de controle da lagarta
européia do milho da espécie Ostrinia nubialis. Este pesquisador obteve
resultados promissores com a cultura da bactéria que havia recebido de Mattes.

Segundo Steinhaus citado por De Bach, 1969, atraiu a atencdo de
entomologista e de industrias através de seus estudos basicos e aplicados que
demonstravam o potencial da utilizagdo desta espécie de bactéria como agente
de controle bioldgico de pragas de lavouras.

A partir destes fatos as industrias desencadearam o interesse no uso de
organismos entomopatogénicos, apds a publicagdo do trabalho de Steinhaus,
1956, citado por De Bach, 1969, sobre a viabilidade do controle de pragas
utilizando-se através desta estratégia nas lavouras. As industrias comegaram a
desenvolver técnicas para a producao intensiva de B. thuringiensis, a partir da
linhagem isolada por Mattes, 1927, que foi citada como Bacillus thuringiensis
var. thuringiensis Berliner de acordo com Heimpel, 1967. Essas preparacdes de
bioinseticidas foram distribuidas para testes em grande escala contra insetos-
praga suscetiveis em quase todo o mundo e foram produzidos nos Estados
Unidos e em diversas regi6es da Europa.

Segundo Hall, 1967, a bactéria B. thuringiensis, foi considerada pela
industria como o primeiro entomopatogénico a ser amplamente explorado como
agente de controle bioldgico, devido a suas caracteristicas de adaptagédo a um
grande numero de programas de controle biologicos. Além de ser especifico
para certos insetos-praga, ndo tem efeito sobre muito dos inimigos naturais. A

espécie da bactéria B. thuringiensis, utilizada como bioinseticida ndo encontra
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grandes restrigdes quanto a sua utilizagdo, ndo apresenta dificuldades quanto
ao uso, pode ser utilizados nos mesmos equipamentos projetados para a
aplicacdo de inseticidas quimicos, adapta-se bem aos equipamentos de
fermentacdo e desenvolve-se facilmente em culturas submersas; néo
apresentam problemas de toxicidade ao homem, animais ao meio ambiente,
pois, possuem alvos especificos de atuagado (Moraes & Capalbo, 1986).

E este mecanismo que possibilita que insetos ndo prejudiciais e até
descritos como benéficos as culturas de importancia econdmica, tais como
insetos polinizadores e/ou predadores e inimigos naturais de pragas, ndo sejam
repelidos ou prejudicados. Os bioinseticidas ainda apresentam a vantagem de
serem mais facilmente obtidos em larga escala sendo suas fabricagbes menos
onerosas que a dos inseticidas quimicos tradicionais.

A espécie B. thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva que tem a
capacidade de produzir durante o processo de esporulagdo uma inclusao
protéica cristalina denominada ©-endotoxina (proteinas Cry), é de alta
especificidade e produz diferentes tipos de cristais (Habib & Andrade, 1998). Em
meio de cultura a esporulagdo inicia-se na fase estacionaria, no final do
crescimento da forma vegetativa. O primeiro pesquisador a detectar a presenga
de cristais em forma de diamante em culturas esporuladas de B. thuringiensis foi
Hannay, 1953 relacionando-os com a patogenicidade dessa bactéria.

Em 1955 Hannay & Fritz-James desenvolveram métodos para a
separacdo e posterior analise de preparagbes de proteina cristal, quando

obtiveram suspensdes de cristais intactos, livres de outros materiais, tais como
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esporos e células vegetativas. Esses tipos de cristais possuiam caracteristicas
de proteinas e com o estudo morfolégico ao microscopio eletrénico apresentam
estruturas bipiramidal. Segundo (Taylor et al., 1992; Lereclus et al., 1993; Habib
&Andrade, 1998), a estrutura morfoldgica pode fornecer indicagbes sobre as
atividades toxicas dos cristais. Hoje se conhecem estruturas de cristais nas
forma bipiramidal, cuboidal, rhomboidal, piramidal, esférica e retangular que
pode estar associados as proteinas Cry, que atuam em varias ordens de insetos
como: Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hemiptera e Orthoptera e outros
organismos como nematdides, acaros e protozoarios (de Maagd, 2003).

Segundo (Lecadet et al., 1999), a susceptibilidade do inseto-praga
depende da sua habilidade em digerir as proteinas Cry (protoxinas) para que
elas se tornem toxicas, além do fato das atividades destas toxinas variarem
quantitativa e qualitativamente, de acordo com a linhagem, sabe-se que as
proteinas Cry apresentam massas moleculares que variam de 40 a 140 kDa,
(Lecadet et al., 1999).

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem s&o determinadas
pelos tipos de genes cry funcionais que a mesma possui. Estes genes codificam
para as proteinas Cry, que sao sintetizadas na forma de protoxinas. A toxicidade
das mesmas esta associada ao componente N-terminal, enquanto o
componente C-terminal determina a formagéo da estrutura do cristal (LI et al.,
1991). Ao serem ingeridas por um inseto susceptivel, as protoxinas sao
solubilizadas no ambiente alcalino do intestino do mesmo (pH ~ 10) e, em

seguida, sado processadas por proteases especificas. Os produtos ativos das
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toxinas resultantes de todos estes processos se ligam de maneira irreversivel os
receptores de membrana das células epiteliais do intestino do inseto, levando a
formacéo de poros inespecificos ou canais idnicos que alteram a permeabilidade
das células. Esta alteracdo leva a uma lise celular e ruptura da integridade
intestinal, com consequente morte da larva.

Existe hoje, mais de 250 sequéncias de genes cry que foram
determinadas e classificadas em 44 familias e diferentes subclasses (Crickmore
et al., 2005). Estes genes podem estar localizados tanto no cromossomo ou em
grandes plasmidios (40-200 MDa) ou concomitantemente em ambos (Gonzales
et al., 1982; Lereclus et al., 1982; Sanchis et al., 1988). Sua expressado é
regulada por dois mecanismos: o primeiro, depende dos fatores sigma
especificos da fase de esporulagdo, onde esta classificada a maioria dos genes
cry, e outro independente do processo de esporulagdo como o gene cry3, cujos
fatores s&o tipicos da fase de crescimento vegetativo (Valadares-Inglis et al.,
1998).

A toxina de B. thuringiensis tem um tempo de permanéncia muito curto no
meio ambiente, isto unida a uma alta especificidade tem permitido selecionar
poucos insetos resistentes a sua agao inseticida. Porém, o uso constante desse
inseticida pode propiciar o desenvolvimento de insetos resistentes. Para
entender melhor o mecanismo de resisténcia (Hofmann et al., 1988), estudam as
ligacdes de proteinas Cry purificadas e vesiculas de membrana (BBMV - "Brush
Border Membrane Vesicles") preparadas a partir de intestinos de larvas. Os

autores verificaram que a presenca de receptores para uma toxina especifica de
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B. thuringiensis é essencial para a toxicidade, e que, diferentes receptores para
diferentes toxinas podem estar presentes. A importancia dos receptores da
membrana epitelial torna-se mais evidente quando se observa que nos insetos,
que tornaram-se resistentes a uma ou varias toxinas, ocorreu perda da
capacidade de ligacéo especifica as toxinas, devido a perda ou modificagdo dos
receptores no epitélio intestinal (Ferré et al., 1991; Ferré et al., 1994).

A variabilidade genética existente entre diferentes isolados de B.
thuringiensis foi estudada principalmente através da utilizagdo de técnicas que
tem como base a PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase). Estas técnicas
apresentam aplicagdes tais como a determinagao da persisténcia da bactéria no
ambiente (Bourque et al., 1993) e o efeito da atividade téxica de uma linhagem
através da determinacdo do conteudo de genes cry, muitas vezes evidenciando
a presencga de genes desconhecidos e, direcionando os trabalhos de bioensaio
(Carozzi et al., 1991; Kalman et al., 1993; Ceron et al., 1994; Chak et al., 1994 e
Bravo et al., 1998).

A técnica da PCR tem sido ainda utilizada em combinagdo com a técnica
de Southern Blotting onde o produto de amplificacdo € usado como sonda para
a hibridizacdo e o padrdo de bandas obtidas, determina o tipo de genes
(Southern, 1975; Shivakumar, et al.,1986 e Mullis, et al., 1993).

Varios genes responsaveis por codificar as proteinas cristais fazem parte
de uma estrutura complexa, a qual inclui varios elementos genéticos méveis,
como transposons e IS (Insertion Sequences). Acredita-se que esta

caracteristica, associada ao mecanismo de recombinagdo genética tais como
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conjugagao e transformagao sejam responsaveis pela multiplicidade dos genes
cry (Lereclus et al, 1982; Kronstad & Whiteley, 1984) cuja disperséo,
provavelmente, ocorra no meio ambiente onde este microrganismo se encontra.

Em todo mundo, muitos programas de isolamento de B. thuringiensis tém
encontrado este microrganismo distribuido em uma ampla gama de ambientes.
Linhagens de B. thuringiensis foram isoladas principalmente a partir de amostras
de solo (Ohba e Aizawa, 1986; Martin e Travers, 1989; Aptosglou et al., 1997),
de insetos vivos ou mortos (Bernhard et al., 1997; Chaufaux et al., 1997) e gréaos
estocados (Bernhard et al., 1997), bem como de outras fontes alternativas como
do filoplano de espécies vegetais (Smith e Couche, 1991; Damgaard et al.,
1998) e a partir de amostras de aguas de rios e lagos (Meadows, 1993).

Devido a sua grande importancia ecoldgica, esta bactéria € amplamente
estudada, apresentando grande variabilidade genética e uma ampla gama de
linhagens diferentes. No entanto quando utilizada como controle biolégico o
resultado permite uma tranquilidade e seguranga para o meio ambiente.

Existem pragas que atacam diversas plantagdes em todo o mundo, assim
a busca constante de controle inspira pesquisadores a ndo medir esfor¢cos para
novos estudos e buscar um controle biologico que n&o prejudique o meio
ambiente. Desta forma uma alternativa € descobrir genes de B. thuringiensis que
codifiquem proteinas Cry responsaveis pelo controle destas pragas. A seguir
sdo descritas algumas pragas que sao susceptiveis a proteina Cry.

Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae), uma espécie, descrita

em 1978 por (Vaurie, 1978), uma das principais pragas da cultura de cana-de-
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acucar. O género Sphenophorus ocorre em diversos paises, de varios
continentes, abrangendo um complexo de espécies que danificam culturas de
importancia econémica do grupo das gramineas. Nos EUA ocorrem mais de 64
espécies desse género e varias delas sdo encontradas também em paises da
Ameérica do Sul e no Brasil, sido descritas 14 espécies.

No estado de Sao Paulo, a cultura da cana-de-agucar é bastante
difundida, e a partir do ano de 1989 esta praga S. levis foi detectada em 14
municipios ao redor da cidade de Piracicaba-SP. Atualmente encontra-se
distribuida em mais de 40 municipios do estado, incluindo as regides: Central
(Araraquara, Sao Carlos, Jau); Sul (Assis, Ourinhos); Nordeste (Praddpolis) e
Leste (Leme, Pirassununga, Araras, S&o Jo&do da Boa Vista, Santa Cruz das
Palmeiras), estando, portanto, em quase todas as regides de cultivos de cana-
de-agucar do estado de Sao Paulo.

Ao atacar a planta, as larvas escavam galerias e danificam os tecidos no
interior das bases, causando o amarelecimento de folhas, seguido pelo secamento
e morte de perfilhos, Além disso, o ataque causa reducdo na longevidade dos
canaviais, que muitas vezes ndo passam do segundo corte e a redugdo na
produtividade pode chegar a 30 toneladas de cana por hectare ao ano.

Embora seja uma praga importante, ha poucos estudos sobre forma de
controle. Atualmente para realizar o controle existe um conjunto de medidas,
descrito por Leite et al., 2005, embora ndo haja nenhum produto registrado para a

cultura da cana-de-agucar pelo Ministério de Agricultura e Abastecimento.
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Neste contexto podemos ressaltar a importancia da continuidade de
pesquisas na busca de alternativas mais eficazes no controle dessa praga, sem
poluir o meio ambiente.

Spodoptera frugiperda € uma espécie com ampla distribuicdo nas
Américas, ocorrendo preferencialmente em regides de clima quente. No Brasil,
este lepidoptero € popularmente conhecido como “lagarta-do-cartucho”, e possui
o habito de infestar e danificar as folhas jovens da cultura do milho (Zea mays).
S. frugiperda &, também, frequentemente observada em regides com cultivo de
arroz (Oryza sativa), para o0s quais € uma praga de grande importancia
econdmica. No milho, S. frugiperda é considerada praga chave (Cruz, 1999).

A larva desse inseto pode atacar em todos os estadios de crescimento da
cultura, assumindo grande importancia no México, América Central e América do
Sul. O seu ataque pode causar perdas na produgéo de até 38,7% (Cruz, 1995).
O controle dessa lagarta tem sido realizado com inseticidas sintéticos,
geralmente de custo elevado, com altos riscos de toxicidade e de contaminagao
ambiental.

Diante disto, este trabalho apresenta uma nova alternativa de controle
bioldgico utilizando a bactéria B. thuringiensis var. londrina que possue um gene
recombinante semelhante a bactéria B. thuringiensis var. tenebrionis que ambas
codificam proteinas Cry responsavel para controlar os insetos-praga da ordem

Coleoptera.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas

As propriedades das linhagens que compdem este estudo estao
sumariamente listadas na Tabela 1 e se apresentam com informagdes segundo
Crickmore (1998). Estas linhagens pertencem a colecdo do Laboratério de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP-Campus de Jaboticabal, e estardo armazenadas na forma

de esporos impregnadas em fita de papel filtro, em tubos de vidro com tampa de
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rosca e com agua Milli-Q estéril em temperatura controlada em BOD a 10°C

permanente.

Tabela 1. Nomes das linhagens e genes utilizados neste estudo.

B. thuringiensis Nome do gene Ne acesso Regido codificada Ordem
var. kurstaki -HD1  CrylAal M11250 527 — 4054 Lepidoptera
var. londrina Em analise
var. tolworthi Cry3Bal X17123 25 ->1977 2 Coleoptera
var. tenebrionis Cry3Aa3 Y00420 566 — 2497 Coleoptera

# O simbolo > indica extensdo da regido codificada up ou downstream, dados da seqiiéncia
conhecida.

3.2 Condic0es de cultivo das bactérias

Para o inicio dos experimentos, fitas de papel impregnadas com esporos
das linhagens estudadas foram submersas em agua estéril no dia anterior a
repicagem, obtendo-se uma suspensdo de esporos da qual foi retirada uma
aliquota e estriada em placas de Petri contendo meio de cultura “Nutrient Agar”
NA (extrato de carne 3g/L, peptona bacterioldgica 5g/L e Agar 15g/L)
posteriormente incubadas em cadmara BOD por 12 horas a 30°C.

As colbnias obtidas foram inoculadas em 50 ml de caldo de infusdo de

cérebro e coragdo (BHI) Biobras® e submetidas & agitacdo a 200 rpm em

agitador orbital por 4 h e 30 min a 30°C.
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3.3 Extracdo do DNA gendmico

O material genético de cada um das linhagens foi extraido pelo protocolo de
lise alcalina com algumas modificagbes por se tratar de amostras de bactérias
Gram-positivas, as col6nias isoladas das linhagens foram inoculadas em 50 ml de
caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) Biobras® e submetidas sob agitagdo
de 200 rpm em agitador orbital por 4 h e 30 min a 30°C.

As culturas bacterianas foram centrifugadas por 10 min, a 7.400 X g a
20°C, (Marmur, 1961). Os precipitados bacterianos obtidos por centrifugagéo
pesavam em média 0,5 g, os quais foram ressuspendidos em 6 ml de solugéo
salina [0,15 M NaCl; 0,1 M EDTA (pH 8,0)], em seguida foi adicionado dodecil
sulfato de sodio (SDS) 25% agitando-se suavemente a preparagdo e
acrescentando acetato de sodio 2,5 M até a concentragao final de 1M.

As desproteinizagbes foram feitas utilizando-se cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1v/v). Os sobrenadantes foram coletados e em seguida adicionou-
se 2 volumes de etanol absoluto gelado. Os precipitados obtidos por
centrifugacédo a 10.486 x g por 15 min a 4°C foram dissolvidos em TE [10 mM
Tris HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA]. As amostras de DNA foram precipitadas com

etanol absoluto e posteriormente ressuspendidos em 1 ml de TE.
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As amostras contendo DNA genbémico de cada linhagem foram
quantificadas por espectrofotometria em equipamento Beckman®, modelo DU
640B, medindo a absorbéncia em contraste com uma amostra de TE, nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a relagado 260/280 calculada.
Para estimar a quantidade do DNA gendmico obtido foi utilizado o padrdo em
que uma unidade de densidade éptica (DO) equivale a 50 ug de DNA por ml de

solucao (Sambrook e Russel, 2001).
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3.4 Identificacdo dos genes cry3Aae cryl por PCR

Para a confirmacao da presencga do gene cry3 nas linhagens deste trabalho,
foi utilizado o par de oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R, produzidos tendo
por base a sequéncia do gene cry3Aa3 que codifica para a proteina Cry3, tipica de
coledpteros (Sick, 1990), os quais foram elaborados e otimizados no LGBBA, para
a linhagem de B. thuringiensis var. tenebrionis, por Davolos (2005) (Comunicagao
pessoal). Além dos oligonucleotideos iniciadores descritos acima foram utilizados
também o par de oligonucleotideos iniciadores gral-cry1-1 e gral-cry-1-2 descritos
por Bravo, et al. (1998), que detecta a classe geral do gene cryl. As sequéncias
dos oligonucleotideos iniciadores estdo descritas na tabela 2. A figura 1 mostra o
diagrama representativo do tamanho e da regido do gene que foi amplificado com

o par de oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores gerais para o gene cryl e gene cry3Aa3.

Oligonucleotideos iniciadores Sequéncias do gene
gral-cry1-1 5CTGGATTTACAGGTGGGGATAT3’(d)
gral-cry1-2 5TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT3'(r)
Col-F 5AATAATGAGGTGCCAACTAAC3'(d)
Col-R 5AATAAATGTGTGTTGGCAG3'(r)

Sequéncias de oligonucleotideos usado na amplificacdo da reagdo de PCR.

Col-F

< —
N

\/

Col-R
1pb 650 pb 1124 pb 3000 pb
| |
% I
Y I
N v
ATG TAA

Figura 1. Diagrama representativo dos oligonucleotideos iniciadores Col-F e

Col-R regiao que amplifica o gene cry3Aa3.

As reagdes de amplificagcdo para o par de oligonucleotideos iniciadores
descritos foram conduzidas em um volume de 20 pl contendo: 20 ng de DNA
molde, 250 yM de uma solugcédo de dNTPs; 2,0 mM de MgCl; ; 0,4 uM de cada
iniciador; 1,0 U da enzima Tag DNA polimerase (GIBCO-BRL®); solugao tampéo

para a reacdo de PCR e agua Milli-Q previamente esterilizada (qsp 20 ul). Em
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todos os lotes de reagao realizou-se um controle negativo no qual a quantidade
de DNA foi substituida por agua Milli-Q, previamente esterilizada.

As reacdes de amplificacao foram realizadas em aparelho termociclador
(PTC-100 “Programmable Thermal Controller” - MJ Research, Inc.®), equipado
com circuito “Hot Bonnet”, onde foram utilizados os programas descritos a
seguir. Para o par de oligonucleotideos iniciadores geral gral-cry1 o programa
constitui de um passo Unico de desnaturagdo de 5 min a 95°C e 31 ciclos
consistindo de um ciclo de desnaturagdo a 95°C por 1 min; pareamento a 50°C
por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min; extensao final a 72°C por 5 min. Para o
para de oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R o programa utilizado
conteve passo Unico de desnaturagao de 5 min a 95°C e 31 ciclos consistindo de
um ciclo de desnaturacédo a 95°C por 1 min; pareamento a 35°C por 1 min e
extensdo a 72°C por 1 min; extensao final a 72°C por 5 min. Ao fim do programa
foi adicionado um passo Unico para a manutencido da amostra a 13°C até a
retirada dos tubos do termociclador.

Apo6s as amplificagdes, adicionaram-se 2 yl de tamp&o de amostra (“loading
buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) as amostras. Um volume
de 15 pl de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,0%, contendo
brometo de etideo (0,5 pug/ml) e submetido a eletroforese horizontal por 2 h a
uma corrente elétrica de 70 V, conduzida em tampdo TEB 1X (Tris 89 mM,
EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM com pH 8,3), também adicionado brometo
de etideo (0,5 pg/ml). Em todas as eletroforeses realizadas foi adotado o

emprego de uma amostra de DNA com fragmentos de tamanhos conhecidos,



31

multiplos de 1kb “1kb Plus DNA ladder”, produzida pela INVITROGEN®, a qual
serviu como referéncia de migracao eletroforética para verificagdo dos tamanhos
dos fragmentos que foram obtidos nas reagbdes de amplificagao.

Os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e foto documentados em
equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do

software Quantity-one.

3.5 Purificacéo de cristais

A linhagem Bacillus thuringiensis var. londrina foi mantida no meio Agar
Nutriente (NA) e incubada a 30°C por 96 h até atingir a fase de esporulagéo.
Para analise da proteina cristal. A purificagéo foi feita por ultracentrifugacédo com
gradiente de sacarose descontinua conforme (Juarez-Pérez et al., 2002; Ragni

et al., 1996).

3.6 Analise morfolégica da proteina por microscopia eletrénica de

varredura

A analise morfologica dos cristais foi realizada por microscopia eletrénica
de varredura (Shivakumar, 1996), a suspensao de cristais da linhagem londrina
foi preparada em liofilizador Labconco, modelo Lyphlock 18. A seguir, a amostra

foi depositada sobre suportes metalicos e coberta com ouro por 180 s, utilizando
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metalizador Emitech, modelo K550 e observadas em microscopio eletrénico de

varredura Zeiss, modelo DSM 962.

3.7 Separacado de DNA plasmidial e cromossomal por gradiente de

cloreto de césio

Para a realizacdo do perfil plasmidial, a linhagem Bacillus thuringiensis
var. londrina foi submetida a uma nova extracdo de DNA pelo protocolo de
Marmur, 1961. A amostra contendo DNA gendmico da linhagem foi quantificada
por espectrofotometria em espectrofotdmetro Beckman®, modelo DU 640B,
medindo a absorbancia em contraste com uma amostra de TE [10 mM Tris HCI
(pH 7,4), 1 mM EDTA], nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a
relacdo 260/280 calculada. Para estimar a quantidade da amostra de DNA
obtida, foi utilizado um padrdo em que uma unidade de densidade Optica (DO)
equivale a 50 ug de DNA por ml de solugédo (Sambrook e Russel, 2001).

Apods a extragdo do DNA gendmico, adicionou-se 840 ul de agua Milli-Q
estéril, 160 pl de solugdo de brometo de etideo (10 mg/ ml) em agua,
completando assim 2 ml de solugdo. Em seguida foi adicionado ao volume 1g/
ml de cloreto de césio (CsCly) sélido a 30°C para facilitar a dissolugdo, o que
deu origem a uma solucdo de DNA/cloreto de césio. A densidade final da
solugéo foi de 1,55 g/ ml e a concentragdo de brometo de etideo deve se

aproximar a 740 ug/ ml.
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Em seguida as amostras foram colocadas em tubos plasticos de
ultracentrifuga “Beckman TL-100" e centrifugados em um rotor TLA-100.3 a
264000 x g por 20 h a 20°C. Nestas circunstancias ocorreu a separagao do DNA
cromossomal e DNA plasmidial, o que permitiu a visualizagao através de luz
ultravioleta a presencga de duas bandas, sendo a superior o DNA cromossomal e
a inferior o DNA plasmidial.

Apoés a coleta foram realizadas lavagens para a retirada do brometo de
etideo e do cloreto de césio. Estas foram realizadas da seguinte maneira: um
volume de N-butanol 1 saturado com &alcool isoamilico foi adicionado, misturado
em agitador do tipo ‘vortex’ por 5 s e submetidos a centrifugagdo por 3 min, a
239 X g a temperatura de 25°C; este procedimento foi repetido por trés vezes.
ApOs esta etapa uma nova lavagem foi realizada com o objetivo de retirar todo o
cloreto de césio presente na amostra; para a realizacdo da mesma foram
adicionados 3 volumes de agua Milli-Q estéril e 2 volumes de etanol absoluto a
4°C. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 10621 X g a uma temperatura
de 4°C, em seguida o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 200 upl de TE [10 mM Tris HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA],

(Sambrook e Russel, 2001).
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3.8 Identificacdo da presenca do gene cry3 no plasmideo

As amostras contendo DNA plasmidial da linhagem foi quantificada por
espectrofotometria em espectrofotdbmetro Beckman®, modelo DU 640B,
medindo a absorbancia em contraste com uma amostra de TE, nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a relagado 260/280 calculada.
Para estimar a quantidade do DNA total obtido foi utilizado o padrdo em que
uma unidade de densidade optica (DO) equivale a 50 ug de DNA por ml de
solugcédo (Sambrook e Russel, 2001). A amostra foi diluida numa concentragao
de 10 ng/ul, para a realizagéo das amplificagdes.

As reagdes de amplificagdo para o par de oligonucleotideos iniciadores,
Col-F (5 — AAT AAT GAG GTG CCA ACT AAC — 3) e Col =R (5" — AAT AAA
TGT GTG TTG GCA G — 3’) foram conduzidas em um volume de 20 ul contendo:
20 ng de DNA molde plasmidial, 250 yM de uma solugao de dNTPs; 2,0 mM de
MgCl, ; 0,4 pM de cada iniciador; 1,0 U da enzima Taq DNA polimerase
(GIBCO-BRL®); solugdo tampdo para a reacdo de PCR e agua Milli-Q
previamente esterilizada (g.s.p. 20 pl). Em todas as reagdes realizou-se um
controle negativo no qual a quantidade de DNA foi substituida por agua Milli-Q,
previamente esterilizada.

As reacdes de amplificagcao foram realizadas em aparelho termociclador
(PTC-100), onde foram utilizados os seguintes programas. O programa utilizado
conteve passo Unico de desnaturagdo de 5 min a 95°C e 31 ciclos consistindo de

um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 1 min; pareamento a 35°C por 1 min e
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extensdo a 72°C por 1 min; extensao final a 72°C por 5 min. Ao fim do programa
foi adicionado um passo Unico para a manutencido da amostra a 13°C até a
retirada dos tubos do termociclador.

Apoés as amplificagdes, adicionaram-se 2 ul de tampéao de amostra (“loading
buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) as amostras. Um volume
de 15 pl de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,0%, contendo
brometo de etideo (0,5 pug/ml) e submetido a eletroforese horizontal por 2 h a
uma corrente elétrica de 70 V, conduzida em tampdo TEB 1X (Tris 89 mM,
EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM com pH 8,3), também adicionado brometo
de etideo (0,5 pg/ml).

Em todas as eletroforeses realizadas foi adotado o emprego de uma
amostra de DNA com fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb
“1kb Plus DNA ladder’, produzida pela INVITROGEN®, a qual serviu como
referéncia de migragdo eletroforética para verificagdo dos tamanhos dos
fragmentos que foram obtidos nas reagdes de amplificagao.

Os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e foto documentados em
equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do

software Quantity-One.
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3.9 Anélise por Southern blotting do plasmidio (Amersham

Biosciences- RPN3680)

O DNA plasmidial apds ser separado por ultracentrifugagéo foi submetido
ao processo de nebulizagao, visando realizar uma quebra mecanica do mesmo,
de forma gerar um “smear” (fragmentos de varios tamanhos).

A amostra de DNA plasmidial foi conduzida em um volume total de 2 ml
contento: 25,5 ug de DNA plasmidial; 50 mM de Tris HCI pH 8,0; 15 mM de
MgCl, e 25% de (glicerol esterilizado a 50% e agua Milli-Q previamente
esterilizada (q.s.p. para 2 ml), a solugédo foi submetida ao uma presséo de 3
kgf/cm? com nitrogénio em um tempo de 1 min, todo esse processo foi feito em
gelo e a solugao foi colocada dentro de uma camara de nebulizagdo, apds essa
processo com auxilio de micropipetas aliquotou-se 5 ul da solugao nebulizada e
adicionaram-se 2 ul de tampao de amostra (“loading buffer” - 0,5% de azul de
bromofenol em glicerol 50%) as amostras. Um volume de 7 yl de cada amostra
foi aplicado em gel de agarose a 1,0%, contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) e
submetido a eletroforese horizontal por 2 h tensao elétrica ou diferenca de
potencial (ddp), de 70 V, conduzida em tampao TEB 1X (Tris 89 mM, EDTA 2,5
mM e Acido Borico 89 mM com pH 8,3), também adicionado brometo de etideo

(0,5 pg/ml).
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O gel de agarose foi visualizado sob luz UV e foto documentados em
equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do
software Quantity-One.

A transferéncia do gel ocorreu por capilaridade em uma membrana de
nailon carregada positivamente Hybond-N* (Amersham Biosciences) e as
hibridizagdes foram executadas conforme o protocolo descrito na literatura
(Southern E. M. 1975; Shivakumar A. G., 1986; Sambrook e Russel, 2001). O
fragmento de DNA amplificado da linhagem londrina pela técnica de PCR foi
usado como sonda fria em uma concentragdo 70 ng/ul, feita a partir do “Gene
Images™ AlkPhos Direct™ labelling and detection system” (Amersham
Biosciences code n° RPN # 3690) que € baseado no sistema
quimiluminescéncia dioxetane com o reagente de detecgdo quimiluminescéncia

“CDP-Star™”, conforme as instrucdes do fabricante.

3.10 Analise do plasmideo por digestdo com enzimas de restricao

As digestbes das amostras de DNA plasmidial com as enzimas de
restricdo do tipo | EcoRI e Mbol, foram realizadas em um volume total de 20,0
ul, contendo 780 ng do DNA plasmidial, 10% do volume total da reacédo de
tampéo especifico para cada enzima, 10 U de cada enzima de restricdo e

completando o volume total com agua Milli-Q estéril. As reacdes foram
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incubadas a 37°C durante 4 h em aparelho termociclador (PTC-100 MJ
Research, Inc.®), equipado com circuito “Hot Bonnet”.

Posteriormente, um volume de 10 pl de cada amostra foi aplicado em gel
de agarose a 1,0%, contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) e submetido a
eletroforese horizontal por 2 h a uma corrente elétrica de 60 V, conduzida em
tampéo TEB 1X (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bdrico 89 mM com pH 8,3),
também adicionado brometo de etideo (0,5 pg/ml).

Foi adotado o emprego de uma amostra de DNA com fragmentos de
tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb “1kb DNA ladder®’, produzida pela
INVITROGEN®, a qual serviu como referéncia de migracdo eletroforética para
verificagcdo dos tamanhos dos fragmentos que foram obtidos nas reagdes de
restricao.

O gel de agarose foi visualizado sob luz UV e foto documentados em
equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do

software Quantity-One.

3.11 Clonagem de amplicons no vetor pGEM®-T Easy (Promega)

3.11.1 Purificacdo do DNA amplificado
Apods a reagao de PCR, os produtos de amplificagdo do gene cry3Aa3 das
linhagens Bacillus thuringiensis var. tenebrionis e var. londrina foram purificados

por eletroforese preparativa e eluicdo em gel de agarose. A elui¢ao do fragmento
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correspondente sera realizada em 10 reacdes de PCR com volume final de 20
uL cada, totalizando um volume de 200 ul de reacdo para cada amostra. Em
seguida, serdao adicionados 20 ul de tampao de carregamento (azul de
bromofenol) as amostras, separadas por gel de agarose de baixo ponto de
fusdo, sem brometo de etidio no gel e no tampao, durante 1,5 h, a 100 V
constantes.

Apo6s a eletroforese, as canaletas correspondentes ao padrao molecular
e as aliquotas das respectivas amostras foram separadas do gel e coradas com
brometo de etidio (0,5 ug/ml), durante 10 min. As bandas contendo os
fragmentos foram visualizadas em luz UV e a regiao foi marcada: os fragmentos
do gel corados foram unidos ao gel preparativo e a regidao correspondente ao
fragmento de PCR foi cortada para a eluicao deste.

A regido cortada do gel foi colocada em microtubos e a elas foram
adicionados NaCl 1M (30 pl/mg de gel). A mistura foi aquecida a 65°C durante
aproximadamente 10 min para solubilizagdo do gel. Um volume de fenol foi
adicionado aos microtubos e agitados no “vortex” por 2 min. Os microtubos
foram centrifugados a 3220 x g durante 10 min em temperatura ambiente em
seguida a fase superior foi coletada e transferida para novos microtubos.

Novamente, um volume de fenol foi adicionado e repetido a fase
anterior, apos a coleta da fase aquosa superior foi adicionada um volume de
cloroférmio, os tubos agitados em “vortex” por 2 min e em seguida centrifugados.
Apods a coleta do sobrenadante foi adicionados 10 % do volume de acetato de

sédio 3 M, pH 6,8 e isopropanol na mesma proporgao (sobrenadante mais o
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acetato de sodio) e a suspensédo incubada por 12 h a -20°C para precipitagao
dos fragmentos de PCR purificados do gel.

Apoés essa incubacéao foi realizada nova centrifugagéo a 3220 x g a 4°C
por 30 min; o sobrenadante foi descartado e os microtubos secos por 5 min a
temperatura ambiente.

Os residuos obtidos foram lavados com 1ml de etanol 70% por
centrifugacao a 3220 x g a 4°C por 15 min, e os sobrenadantes descartados. Os
microtubos foram novamente secos durante 30 min no fluxo laminar. Apds esse
periodo o DNA foi ressuspendido em agua filtrada permanecendo durante 12 h
na geladeira para homogeneizar.

Uma aliquota de 2 ul do fragmento eluido e purificado foi submetido a

eletroforese como descrito anteriormente para quantificagdo do material.

3.11.2 Reacdo de ligacdo dos fragmentos no vetor pGEM®-T Easy

Os fragmentos da PCR purificados foram clonados no vetor pGEM®-T
Easy (Promega—catalogo n°catalogo # A3610), conforme as instru¢cdes do
fabricante. As reacdes de ligacao foram realizadas da seguinte maneira: 1 ul de
tampéo de ligagéo rapida T4 DNA ligase 1X (30 mM Tris-HCI, pH 7,8); 10 mM
MgClz; 10 mM DTT; 1 mM ATP; pGEM®-T Easy (50 ng); T4 DNA ligase (3 U);
Produto da PCR (225 ng); Agua Milli-Q esterilizada por filtragdo para completar o

volume final de 10 pl. A reagcédo permaneceu a 4°C por 16 h.
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Foi usado um controle positivo contendo DNA do inserto (fornecido pelo
fabricante) e um controle negativo sem a presenga de inserto de DNA, para
determinar a eficiéncia da ligagdo. As reagbes foram homogeneizadas e
incubadas durante a noite num termociclador a temperatura constante de 4°C,

para obtengcdo de uma maior eficiéncia de ligagao.

3.11.3 Células competentes transformadas com fragmentos ligados
no vetor pGEM®-T Easy

As células competentes de Escherichia coli DH10B foram removidas do
freezer -80°C e descongeladas em gelo por aproximadamente 30 min antes de
serem utilizadas. As células (200 ul) foram depositadas cuidadosamente em um
tubo de 1,5 ml junto com 10 pul do vetor obtido pela ligagdo. Todos os tubos
foram mantidos em gelo por 20 min e em seguida colocados em banho-maria a

42°C por 90 s e imediatamente recolocados em gelo por 2 min.

ApoOs esse processo a solucdo célula/vetor foi transferida para tubos
‘Falcon” com capacidade de 15 ml estéreis, adicionado 1ml de meio SOC e
incubado por 1 h a 37°C, com agitagido de 180 rpm em agitador orbital. O meio
SOC foi preparado do seguinte modo: 20 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura, 0,5 g de NaCl e 0,19 g de KCI em 1000 ml de agua destilada Milli-Q

em pH 7,0. Autoclavado a 120°C, por 20 min. Apds esse processo adicionou-se
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ao meio uma solugéo de 2% de glicose 1 M e 1% de MgCl, 1 M, esterilizada por
filtracao.

Placas de Petri com meio LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura; 10 g/L de NaCl; 10 g/L de agar, pH 7) e com Ampicilina, esterilizada
por filtragcdo, com a concentragdo final de 50 ug/ml foram produzidas. Apos a
solidificagdo do meio, 100 ul de 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-
GAL) em 5% de dimetilformamida foi espalhada sobre a superficie das placas
com o auxilio de uma alga de Drigalski esterilizada.

Apoés incubacdo das células transformadas em meio SOC, 100 ul de
cada cultura foram espalhadas nas placas de petri com o meio LB. As placas
foram incubadas a 37°C por 16 h e, apos este periodo, foi realizada a selegao

das colbnias brancas (células transformadas).

3.11.4 Selecéo e estoque dos clones das células transformadas
Os clones coletados com palitos esterilizados, foram cultivados em
microplacas de 96 pocos com 110 uL de meio CG (CircleGrow, B10101) e
Ampicilina (50 mg/ml) durante 22 h, a 37°C. Apos esse periodo, a cada clone
cultivado foi adicionado 150 ul de glicerol 40% para estoque e armazenado no

freezer -80°C.
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3.12 Sequenciamento dos fragmentos do gene cry3

Os DNAs plasmidiais dos clones foram isolados por miniprep (Sambrook
e Russel, 2001). O sequenciamento parcial do gene cry3 de cada clone foi
realizado usando 0,4 uL DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle
Sequencing-Ready ABI Prism (Version 3); 3,2 pmols T7 Promoter Primer; 100 ng
do DNA plasmidial, 4,6 ul de tampao (400mM Tris-HCI, pH 9; 10mM MgCl,); e
agua Milli-Q) para um volume de 10 ulL. As reagdes foram incubadas em um
termociclador com um programa que contém passo unico de desnaturagéo de 2
min a 96°C e 40 ciclos consistindo de um ciclo de desnaturagéo a 96°C por 10
segundos; pareamento a 52°C por 20 segundos e extensdo a 60°C por 4 min. Ao
fim do programa foi adicionado um passo unico para a manutengao da amostra
a 10°C até a retirada das microplacas do termociclador. Os amplicons foram
sequenciados usando o sequenciador capilar modelo ABI 3700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Para a verificagdo da qualidade das sequéncias geradas foi utilizado o
programa “Sequencing Analysis 3.4” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
que gerou eletroferogramas. Estes foram entdo submetidos a analise dos
conjuntos de programas “Phred (Ewing, B. et al, 1998) Phrap

(http://bozeman.mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.html)

e Consed” (Gordon et al., 1998). A selecao das sequéncias foi realizada através
do programa Contgen com nivel minimo de exigéncia de 400 bases e com

qualidade Phred acima de 20. Posteriormente as sequéncias foram submetidas
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a consulta de similaridade de nucleotideos, com as sequéncias depositadas no
banco de dados do GenBank acessado através do NCBI (National Center for
Biotecnology Information). O programa utilizado para a consulta foi o Blast -
“Basic Local Alignment Search Tools (Altschul et al. 1997). As sequéncias foram

alinhadas pelo software CLUSTAW v.1.81 (Thompson et al., 1997).

3.13 Andlise por Southern blotting do gene cry3

As amostras dos DNAs gendmico das linhagens Bacillus thuringiensis var.
tenebrionis, var. tolworthi, var. londrina e var. kurstaki-HD1 foram submetidas a
digestdo com a enzima de restricdo Mbol, neste caso, as reagbes apresentaram
um volume de 20,0 pl, contendo 980 ng do DNA gendmico, 10% do volume total
da reacdo de tampé&o especifico da enzima, 10 U da enzima de restricdo e
completando o volume total com agua Milli-Q estéril. As reacdes foram
incubadas a 37°C durante 4 h em aparelho termociclador (PTC-100 - MJ
Research, Inc.®), equipado com circuito “Hot Bonnet”.

Posteriormente, um volume de 10 pl de cada amostra foi aplicado em gel
de agarose a 1,0%, contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) e submetido a
eletroforese horizontal por 2 h a uma corrente elétrica de 60 V, conduzida em
tampdo TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM com pH 8,3), também

adicionado brometo de etideo (0,5 pg/ml).



45

Foi adotado o emprego de uma amostra de DNA com fragmentos de
tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb “1kb DNA ladder®’, produzida pela
INVITROGEN®, a qual serviu como referéncia de migracdo eletroforética para
verificacdo dos tamanhos dos fragmentos que foram obtidos nas reagdes de
restricao.

O gel de agarose foi visualizado sob luz UV e foto documentados em
equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do
software Quantity-One.

A transferéncia do gel ocorreu por capilaridade em uma membrana de
nailon carregada positivamente Hybond-N* (Amersham Biosciences) e as
hibridizagdes foram executadas conforme o protocolo descrito na literatura
(Southern E. M. 1975; Shivakumar A. G., 1986; Sambrook e Russel, 2001). O
fragmento de DNA amplificado da linhagem var. londrina pela técnica de PCR foi
usado como sonda fria em uma concentragdo 70 ng/ul, feita a partir do “Gene
Images™ AlkPhos Direct™ labelling and detection system” (Amersham
Biosciences code n° RPN # 3690) que €& baseado no sistema
quimiluminescéncia dioxetane com o reagente de detecgdo quimiluminescéncia

“CDP-Star™”, conforme as instrucdes do fabricante.

3.14 Bioensaios dos isolados contra larvas de Spodoptera frugiperda

Para o preparo da suspensao esporos/cristais, utilizada na inoculagao da

dieta artificial semi-sélida (Barreto et al, 1999), oferecida as larvas de
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Spodoptera frugiperda, as linhagens descritas na tabela 1, foram colocadas em
placas de Petri com meio de cultura “Nutrinet Agar” NA (extrato de carne 3g/L,
peptona bacterioldgica 5g/L e Agar 15g/L) e incubadas a 30°C por 96 h (4 dias),
de modo a atingirem a completa esporulagdo. Com o auxilio de uma al¢a de
platina todo o conteudo da placa de Petri foi coletado.

O conteudo bacteriano de uma unica placa, que representou o material de
uma unica linhagem de B. thuringiensis, foi colocado em tubo “Falcon” com 15,0
ml de capacidade estéreis, contendo 10,0 ml de agua destilada esterilizada Milli-
Q e 1% de TWEEN-20 (espalhante adesivo). Depois de completar a
homogeneizagdo em aparelho do tipo “vortex”, os esporos foram diluidos e
quantificados por ml da suspensdo, por meio de leitura em camara de
Neubauuer, de modo que ficassem padronizados a uma concentracido de
1,25x10° esporos/ml (Barreto et al., 1999).

A suspensao de esporos/cristais de cada linhagem foi incorporada a
dietas artificial, e posteriormente vertidas em tubos de ensaios de fundo chato.
Apos a completa solidificacdo da dieta as larvas do 3° instar de idade de S.
frugiperda, foram cuidadosamente depositadas nos tubos.

Apos a transferéncia estas foram levadas para a sala de criacdo, para o
desenvolvimento das larvas. Realizou-se, também, mais um controle negativo
(testemunha), no qual foi adicionada apenas agua esterilizada a dieta.

Os bioensaios foram realizados com 50 larvas por tratamento sendo cada
larva foi considerada uma repeticdo. As avaliacbes de mortalidade e peso foram

realizadas no décimo quinto dia apds a exposi¢cao da larva a dieta tratada.
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O mesmo foi feito com as larvas Anticarsia gemmatalis, Plutella xylostella
e Phaedon cochieariae a unica diferenga sao as dietas que foram modificadas
para cada inseto (Hoffmann-Campo et al., 1985; Medeiros et al., 2003; Girard

and Jouanin, 1999).

3.15 Criacao de Sphenophorus levis

A criacdo de S. levis utilizada encontra-se mantida no Centro Tecnoldgico
Canavieiro (CTC) em Piracicaba-SP. A sala de criacdo apresenta as seguintes
condigbes: temperatura (25 + 2°C), umidade relativa do ar (70 +10%) e
luminosidade (14 h de luz: 10 h de escuro). A dieta para o desenvolvimento das

larvas S. levis segue descrita no anexo 1.

3.16 Bioensaio contra larvas de Sphenophorus levis, Centro de

tecnologia Canavieira— CTC

Para o preparo da suspensao esporos/cristais, utilizada na inoculagao da
dieta artificial, oferecida as larvas de S. levis, as linhagens descritas na tabela 1.
foram colocadas em placas de Petri com meio de cultura “Nutrinet Agar” NA

(extrato de carne 3g/L, peptona bacteriolégica 5g/L e Agar 15g/L) e incubados a
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30°C por 96 h (4 dias), de modo a atingirem a completa esporulagdo. Com o
auxilio de uma alga de platina todo o conteudo da placa de Petri foi coletado.

O conteudo bacteriano de cada placa, que representou o material de uma
unica linhagem de B. thuringiensis, foi colocado em tubo esterelizado “Falcon”
com 15,0 ml de capacidade, contendo 10,0 ml de agua destilada esterilizada
Milli-Q e 1% de TWEEN-20 (espalhante adesivo). Depois de completar a
homogeneizagdo em agitador elétrico de tubo “vortex”, os esporos foram diluidos
e quantificados por ml da suspensdo, por meio de leitura em camara de
Neubauer, de modo que ficassem padronizados a uma concentragao de
1,25x10° esporos/ml (Barreto et al., 1999).

A suspensao de esporos/cristais de cada linhagem foi incorporada a
dietas artificial, e posteriormente vertidas em tubos de ensaios de fundo chato.
Apos a completa solidificagdo da dieta as larvas do oitavo dia de idade de S.
levis, foram cuidadosamente depositadas nos tubos.

Apos a transferéncia estas foram levadas para a sala de criagdo que
apresentava as condigdes adequadas (temperatura 25°C + 2, umidade relativa
do ar 70% e luminosidade 14 h de luz: 10 h de escuro), para o desenvolvimento
das larvas. Realizou-se, também, mais um controle negativo (testemunha), no
qual foi adicionada apenas agua esterilizada a dieta.

Os bioensaios foram realizados com 50 larvas por tratamento sendo cada
larva foi considerada como uma repeticdo. As avaliagdes de mortalidade e peso

foram realizadas no décimo quinto dia apds a exposi¢cao da larva a dieta tratada.
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3.17 Anadlise Estatistica pelo teste de Tukey

O delineamento experimental inteiramente casualizado foi constituido de
cinco tratamentos e uma repeticdo, com 50 larvas. Dentre os cinco tratamentos
utilizados, 3 foram compostos pelas linhagens padrdo de B. thuringiensis var.
tenebrionis, B. thuringiensis var. tolworthi e B. thuringiensis var. kurstaki — HD1,
um foi representado pela linhagem B. thuringiensis var. londrina e o outro
constituiu-se da testemunha, no qual utilizou-se agua.

As avaliagdes dos parametros mortalidade, em percentagem, e peso das
larvas, em gramas, foram realizadas 15 dias apds a exposicdo das mesmas a
dieta tratada. O peso médio final das larvas, em gramas, foi submetido ao teste

de Tukey com nivel de 5% de significancia, pelo software ESTAT.
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4. RESULTADOS

4.1 Anédlise por PCR

O DNA gendmico da linhagem B. thuringiensis var. londrina e das
linhagens padrao B. thuringiensis var. tenebrionis, var. tolworthi e var. kurstaki —
HD1 foram utilizados nos ensaios de PCR, para assegurar a presenga ou a
auséncia do gene cryl e cry3Aa3 no genoma destas bactérias. A figura 2 mostra
uma reacdo de amplificagdo otimizada utilizando o par de oligonucleotideos
iniciadores Col-F e Col-R usando as linhagens B. thuringiensis var. londrina e
var. tenebrionis. As linhagens B. thuringiensis padrdo citadas no paragrafo

anterior foram usadas como controle positivo para ordem Lepidoptera e
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Coleoptera, através das reagdes com os pares de oligonucleotideos iniciadores
gral-cryl e Col-F e Col-R respectivamente. Para a linhagem B. thuringiensis var.
londrina o par de oligonucleotideos iniciadores gral-cryl, que detecta genes da
classe cryl com atividade de toxicidade para ordem Lepidoptera ndo apresentou
amplificagdo indicando a auséncia do gene nessa bactéria. Por outro lado a
reacdo com o par de oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R, que detecta o
gene cry3Aa3 resultou na produgdo de um amplicon com o numero maior de
nucleotideos quando comparado ao fragmento obtido com o DNA da linhagem
B. thuringiensis var. tenebrionis (figura 2). Nas linhagens padrédo de B.
thuringiensis var. tenebrionis e var. tolworthi houve amplificagdo com bandas
diferentes da linhagem londrina, ja na linhagem kurstaki — HD1 n&o apresentou

nenhum tipo de amplificagéo (figura 3).

MNP 854
e
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Figura 2. O eletroforograma da amplificagdo: otimizacdo do par de
oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R que amplifica o gene cry3Aa3, onde a
canaleta 1 contém material da linhagem padrao var. tenebrionis, a canaleta 2 da
linhagem londrina, canaleta 3 da linhagem padrdo var. kurstaki-HD1 e na
canaleta 4 controle negativo da reacdo. MM: 1 kb Plus DNA ladder®.
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Figura 3. O eletroforograma das amplificagdes: amplificagbes geradas pelo par
de oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R que amplifica o gene cry3Aa3,
onde a canaleta 1 contém material da linhagem padrdo var. tenebrionis, a
canaleta 2 da linhagem var. tolworthi, canaleta 3 da linhagem londrina, canaleta
4 da linhagem padrao var. kurstaki-HD1, e na canaleta 5 o controle negativo da

reacdo. MM: 1 kb Plus DNA ladder®.
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4.2 Caracterizacédo do cristal parasporal da linhagem londrina

As linhagens padréo B. thuringiensis var. kurstaki HD-1, var. tolworthi e
var. kenya apresentam cristais na forma de inclusées cuboidais, a var. aizawai
na forma de cristais bipiramidais, a var. tenebrionis cristais romboidais e ha
linhagens que apresentam cristais no formato redondo, como observado nas
figuras abaixo: 4, 5 e 6, sendo que esses cristais possuem atividades toxicas as
ordens: Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, respectivamente. A linhagem B.
thuringiensis var. londrina produz cristais com formato diferente, que ndo se
encaixa em nenhum tipo de cristais ja descrito na literatura. Quando comparado
com os cristais cubdide, bipiramidal, redondo e rombdide, os cristais produzidos
apresentam em geral uma base quadrada com um dos lados em forma de

pirdmide, como mostra a figura 7.

Figura 4. Microscopia eletrénica de varredura do complexo esporo-cristal: cb:
cristal biniramidal: cc: cristal cubdide (aumento de 10.000x).
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Figura 5. Microscopia eletrbnica de varredura do complexo esporo-cristal: ep:
esporo; cb: cristal bipiramidal (aumento de 10.000x).

Figura 6. Microscopia eletrénica de varredura do complexo esporo-cristal:
ep: esporo; cr: cristal redondo (aumento de 10.000x).
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(visto em aumento de 10.000 x e 20.000 x)

Rarra: indica 1 0 1im
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4.3 Caracterizacdo do plasmideo presente nalinhagem londrina

A linhagem de B. thuringiensis var. londrina possui um plasmideo com
tamanho superior a 14 kb conforme observado apds a purificagdo por gradiente
de cloreto de césio contendo brometo de etidio por ultracentrifugacéo (Sambrook
and Russel, 2001). A figura 7 mostra quatro tubos de ultracentrifuga, em cada
um dos tubos esta contido o material genético, separado por ulracentrifugacéo
pelo gradiente de cloreto de césio e corado por brometo de etidio das linhagens
de B. thuringiensis var. tenebrionis, kurstaki-HD1, londrina e E. coli DH10B.

Nos tubos 1 e 2 onde estdo o material genético das linhagens de B.
thuringiensis var. tenebrionis e kurstaki-HD1, apresenta apenas uma unica
banda, no tubo 3, este se encontra com o material genético da linhagens de B.
thuringiensis var. londrina, apresenta duas bandas em posi¢des diferentes,
sendo uma na parte superior do tubo e a outra abaixo, indicando material
cromossomal e plasmidial.

O tubo 4 contém material genético da Bactéria E. coli DH10B, onde essa
bactéria ndo possui DNA plasmidial, apresentando uma unica banda. Essa
banda serve como controle do DNA cromossomal.

Apoés essa etapa, o material genético foi submetido a uma separagao
eletroforética em gel de agarose a 1%, onde se pode verificar a presenga de um
plasmideo (que ocorre formando concatameros), como pode ser observado na

figura 9.
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O material plasmidial foi utilizado para restricdo com a enzima EcoRl,
onde através da eletroforese em gel de agarose 1% se identificou trés bandas
com numeros de pares de bases diferentes (figura 10); na analise deste
elemento genético foi observada a ocorréncia de sitios de restricdo da enzima
EcoRlI.

Através desses dados pode ser calculado o tamanho do plasmideo em
pares de bases. Fazendo-se uso desse material plasmidial purificado, foram
realizados os experimentos de amplificagdo com os oligonucleotideos
iniciadores Col-F e Col-R gerado da sequéncia do gene cry3Aa3 para definir
nele a presenga ou auséncia do gene que codifica a proteina Cry.

A figura 10 mostra o produto de amplificagdo gerado com o par de
oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R para o DNA total e plasmidial das
linhagens de B. thuringiensis var. tenebrionis e var. londrina . O produto de
amplificacdo mostra numeros de pares de bases diferentes para as reagdes com
o DNA total, tendo a linhagem londrina com um numero maior de pares de
bases.

Por outro lado a amplificagdo com o par de oligonucleotideos iniciadores
Col-F e Col-R ao DNA plasmidial mostra a ndo presencga de bandas, indicando a
auséncia do gene no plasmideo.

A técnica de Southern blotting foi necessaria para definir a localizagao do
gene cry em estudo, como mostra a figura 12 n&o ha presenga de hibridizagéo
no material genético plasmidial, s6 ocorrendo a hibridizagdo no material genético

total.
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A figura 13 indica uma digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e
Mbol no material genético da linhagem de B. thuringiensis var. londrina onde se

observou um “smear” no DNA total.

Figura 8. Purificagao por ultracentrifugacao: onde tubo 1 contém o material genético da
linhagem padrao var. tenebrionis, tubo 2 da linhagem padrao var. kurstaki-HD1, tubo 3
da linhagem londrina, tubo 4 da bactéria E. coli DH10B controle.

Seta indica: banda inferior.
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Figura 9. Eletroforese com material genético plasmidial: forma de concatamero; da
linhagem B. thuringiensis var. londrina. MM: 1kb Plus DNA ladder®. A seta indica
aproximadamente 14 kb.
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Figura 10. Eletroforese da digestdo do material genético plasmidial da linhagem B.
thurigneisnsis var. londrina pela enzima de restricdo EcoRI (canaleta 1), apresentando
trés bandas distintas. MM: 1kb Plus DNA ladder.



60

2000 =
1000

500y ™

Figura 11. Eletroforese da amplificagdo com o par de oligonucleotideos iniciadores col-F e col-R.
Canaleta 1- amplicon B. thuringiensis var. tenebrionis, canaleta 2- amplicon B. thuringiensis var.
londrina, canaleta 3- material plasmidial da linhagem B. thuringiensis var. londrina, canaleta 4-
controle negativo da reagdo. MM: 1kb Plus DNA ladder.
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Figura 12. A técnica de Southern blotting: na canaleta 1 B. thuringiensis var.
tenebrionis, na canaleta 2 B. thuringiensis var. tolworthi, na canaleta 3 B.
thuringiensis var. londrina, na canaleta 4 B. thuringiensis var kurstaki-HD1, na
canaleta 5 material plasmidial da linhagem londrina, na canaleta 6 DNA de lambda.
MM: 1kb plus DNA ladder.
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Figura 13. Eletroforese: canaleta 1 digestdo com a enzima de restricdo ECoRI nc
DNA gendmico da linhagem de B. thuringiensis var. londrina, canaleta 2 digestéac
com a enzima de restricdo Mbol no DNA gendémico da linhagem de B

thuringiensis var. londrina.
MM: 1kb Plus DNA ladder.
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4.4 Analise através da técnica de Southern blotting

Apds analise por PCR, foi constatada a diferenca do produto amplificado
pelo par de oligonucleotideos iniciadores Col-F e Col-R da linhagem de B.
thuringiensis var. londrina com as linhagens padréo tenebrionis, tolworthi,
londrina e kurstaki — HD1. A técnica de Southern blotting pode mostrar a
diferenga do produto amplificado nela ocorrido em relagéo a linhagens padrao.

A linhagem de B. thuringiensis var. londrina apresenta uma hibridizagéo
semelhante ao gene cry3Aa3, como mostra a figura 14. Foi utilizado como uma
sonda o produto amplificado da linhagem de B. thuringiensis var. londrina que
apresentou maior numero de pares de bases na amplificagao.

O DNA genbémico das linhagens Bacillus thuringiensis var. tenebrionis,
var. tolworthi e var. kurstaki-HD1 foram utilizados como controle positivo e
negativo da hibridizagdo para verificar a diferenga do gene. Esses DNAs
gendémico foram digeridos com a enzima de restricdo Mbol para gerar um
“smear”, apds essa digestdo executou o blotting passando o material digerido
para a membrana de nailon, iniciando a hibridizacdo com a sonda do produto
amplificado a linhagem estudada londrina.

A figura 14 ilustra o resultado da hibridizagc&o através do Southern blotting
com uma banda monomoérfica e outras bandas em posicdes diferentes,
indicando que s&o genes diferentes da classe cryl e cry3; sendo de outras

subclasses, isso mostra que a linhagem de B. thuringiensis var. londrina
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apresenta bandas da linhagem padrdo var. kurstakiiHD1 e bandas que nao

ocorre em linhagens padrao var.tenebrionis e var.tolworthi.

1000 —

MM 1 2 3 4 5 6
3000 —p=—
3000
2000 —|pm—
2000 e
1> —

Figura 14. A técnica de southern blotting: na canaleta 1, 2, 3, e 4 houve a hibridizacao
com DNA gendmico digerido com Mbol, das linhagens tenebrionis, tolworthi, londrina e
kurstaki-HD1 respectivamente, a diferenga de bandas esta na linhagem da canaleta 3,
gene recombinante. MM: 1 Kb DNA ladder. A seta indica 1000 pb.
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4.5 Analise da seqiiéncia de nucleotideos do gene em estudo

Além da técnica de Southern blotting houve o cuidado em verificar a
homologia entre a sequéncia de nucleotideos do produto amplificado pela PCR.

O fragmento de amplificagdo da linhagem londrina que apresentou maior
numero de pares de bases maiores do que o esperado foi clonado, apods a
extragdo do material plasmidial dos clones, este foi submetido novamente a PCR
(figura 15) para executar o sequenciamento como mostra a figura 16.

Assim, obtendo a sequéncia de nucleotideos do gene cry, foi gerado o
alinhamento comparando a homologia entre os genes das linhagens padréo var.
kurstaki-HD1 (GenBank acesso # M11250) e var. tenebrionis (GenBank acesso
# Y00420) e var. tolworthi (GenBank acesso # X17123) pelo software clustalW
que indica uma baixa homologia entre os nucleotideos da linhagem londrina.

As sequéncias de aminoacidos codificados pelos genes das linhagens
padrdo acima citadas mostram uma baixa homologia entre elas, na figura 15
mostra a regido das sequéncias de aminoacidos que ocorre o alinhamento
comparando entre esses genes cry que codificam a proteina Cry. O alinhamento
de um fragmento de 252 aminoacidos da linhagem de B. thuringiensis var.
londrina mostra que ocorre o alinhamento com as linhagens padr&o tenebrionis,
tolworthi e kurstaki-HD1, em regides proximas, mas com uma baixa homologia.
Os aminoacidos que n&o fazem parte dessa regido n&o indicam nenhuma

homologia com as sequéncias de aminoacidos das linhagens padréo.
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Esse resultado mostra que essa linhagem bacteriana indica possivel
patogenicidade para larvas de S. levis da ordem Coleoptera e possui potencial

de controle por possuir um gene recombinante.
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Figura 15. Eletroforese da extragdo do material plasmidial: as setas indicam o
produto de clonagem no vetor pPGEM®-T Easy e clones da células E. coli DH10B
transformada.
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Figura 16. Alinhamento dos aminoacidos pelo Software ClustalWW entre as
linhagens B. thuringiensis var. tenebrionis, var. tolworthi, var. kurstaki - HD1 e

var. londrina.
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4.7 Analise dos bioensaios.

Os bioensaios conduzidos com as larvas das pragas pertencentes a
ordem Lepidoptera: Plutella xylostella, Anticarsia gemmatalis, Spodoptera
frugiperda e Coleoptera: Phaedon cochieariae mostraram que a linhagem
bacteriana B. thuringiensis var. londrina ndo apresentou atividade toxica.

Para a praga Sphenophorus levis (Coleoptera) a linhagem B. thuringiensis
var. londrina, que possui um gene recombinante, indicou atividade téxica.
Embora a mortalidade de larvas tenha sido baixa (12%) o resultado mostra que
essa linhagem bacteriana é patogénica para larvas de S. levis e possui potencial
de controle. O resultado mais satisfatorio foi observado em relagdo ao
desenvolvimento das larvas, pois foi possivel verificar que apds o tratamento
com as linhagens B. thuringiensis var. tenebrionis, var. tolworthi e var. londrina
ocorreram 0s menores pesos meédios das larvas apds o tratamento, ou seja,
essas linhagens bacterianas interferiram no desenvolvimento larval causando
reducao (Tabela 3) .

Na tabela 3 o resultado do teste Tukey é apresentado resumidamente,
onde foram atribuidas letras iguais para médias semelhantes e letras distintas

para as medias que diferem entre si.
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Tabela 3. Mortalidade e Peso Médio em gramas de larvas de Sphenophorus

levis apos os tratamentos.

Tratamentos Peso Médio Final (g) Mortalidade (%)
Controle negativo 0.1586" a 0.0

B. thuringiensis var. kurstaki - 0.1476 ab 17.5

HD1

B. thuringiensis var. londrina 0.1300 abc 12.0

B. thuringiensis var. tolworthi 0.1218 bc 12.0

B. thuringiensis var. tenebrionis 0.1031 c 17.5

" Medias seguidas de mesma letra, na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho realizado com a bactéria de B.
thuringiensis var. londrina evidenciaram que:

e 0s cristais produzidos por esta linhagem apresentam um formato
incomum;

e esta linhagem possui um unico plasmideo com 14 kb de tamanho;

e esta linhagem n&o apresenta gene cry no unico plasmideo detectado;

e seu Unico gene cry parece estar presente apenas no cromossomo;

e 0 produto de amplificagdo obtido pela linhagem londrina € maior em
numero de nucleotideos quando comparado com o controle positivo,
tenebrionis;

e tendo em vista varias evidéncias observadas neste trabalho é possivel
inferir que o gene cry em descricdo apresente-se como uma forma

recombinante;



foi detectada estatisticamente atividade téxica contra as larvas de

Sphenophorus levis.
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8. Apéndice 1: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das linhagens B.
thuringiensis var. tenebrionis, B. thuringiensis var. tolworthi, B. thuringiensis var.
kurstaki — HD1 e B. thuringiensis var. londrina.
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9. Anexo 1: Ingredientes e medidas utilizados para o preparo da dieta artificial para o

inseto S. levis.

Ingredientes Quantidades

Caseina 125 ¢

Sais de Wessom 35¢g

Acucar 76 g

Germe de trigo 108 g

Bagaco de cana-de-agucar 30g

Acido Ascorbico 159

Wintonylom 2,5 ml

Caragenato 90g

Solucgao Vitaminica 35 ml

Solucao de KOH 18 ml

Solucédo B 53 ml

Solugéo B Nipagim —70 g
Acido Sorbico—-70 g
Alcool 70% - 500 ml

Solugcdo KOH KOH - 11,25 g

Agua destilada - 200 ml
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