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SELECAO E CARACTERIZACAO DE NOVOS GENES vip3A: GENES INSETICIDAS
DE SEGUNDA GERACAO DE Bacillus thuringiensis

RESUMO - Como uma alternativa para diminuir as agressdes constantes que o
ecossistema vem sofrendo, devido a grande quantidade de produtos quimicos utilizados
no controle de pragas, pesquisas envolvendo microrganismos capazes de promover o
controle biologico tem se intensificado. Dentre estes microrganismos a bactéria Bacillus
thuringiensis tem se destacado. Essa bactéria caracteriza-se pela producdo de
proteinas téxicas a representantes de diversas ordens de insetos. Em patrticular, as
proteinas Vip3A, estdo em amplo estudo devido a sua especificidade, alto potencial
ativo e como alternativa para o controle da resisténcia de insetos as proteinas Cry.
Diante disto, o objetivo deste trabalho foi selecionar, a partir de 1080 isolados de
diferentes regides brasileiras, aqueles portadores de genes Vvip3A e obter a sequéncia
de nucleotideos completa dos mesmos. As linhagens padrdo B. thuringiensis var.
kurstaki HD1, B. thuringiensis var. tolworthi HD125 e o isolado 1187 tiveram seus DNAs
amplificados com oligonucleotideos baseados na sequéncia de genes Vip3A, descritos
no banco de dados de B. thuringiensis e, a partir dos amplicons obtidos, a sequéncia
completa de nucleotideos dos mesmos foi determinada, utilizando-se da estratégia de
“primer walking”. A proteina Vip3Aa43 (GenBank: [HQ594534]) da linhagem HD1
demonstrou ser 100% idéntica as proteinas Vip3Aa ja descritas. Ja as proteinas
Vip3Aa42 (GenBank: [HQ587048]) da linhagem HD125 e Vip3Ag5 (GenBank:
[HQ542193]) do isolado 1187 demonstraram similaridade de 99% com as proteinas
descritas Vip3Aa35 e Vip3Ag2, respectivamente, demonstrando serem duas novas
proteinas Vip3A, devido as substituicbes de aminoacidos ocorridas. Os trés genes
vip3A obtidos poderdo ser utilizados na producédo de plantas Bt, piramidadas ou nao,

visando ao manejo da resisténcia dos insetos praga.

Palavras-Chave: Bactéria entomopatogénica, proteinas vegetativa inseticida, “primer

walking”, controle biolégico



SELECTION AND CHARACTERIZATION OF NOVEL vip3A GENES: A SECOND
GENERATION OF Bacillus thuringiensis INSECTICIDAL GENES

SUMMARY - As an alternative to decrease the constant aggressions that the
ecosystem has suffered due to the large amount of chemical products used in pest
control, researches involving microorganisms able to promoting biological control have
been intensified. Among these microorganisms the bacterium Bacillus thuringiensis has
been stood out. This bacterium is characterized by the production of toxic proteins to
representatives of several insect orders. In particular, the Vip3A proteins are in large
study due to its specificity, and high active potential as an alternative to control of
insect's resistance to Cry proteins. According to this, the aim of this work was to select
from 1080 isolates in different Brazilian regions, those carrying vip3A genes and obtain
the complete nucleotide sequence of the same. The standard strains B. thuringiensis
var. kurstaki HD1, B. thuringiensis var. tolworthi HD125 and the isolate 1187 had their
DNA amplified with primers based on vip3A gene sequence described in database of B.
thuringiensis, and from the amplicons obtained, the full sequence of nucleotides was
determined, by the use of the strategy of "primer walking". The protein Vip3Aa43
(GenBank: [HQ594534]) of HD1 strain showed to be 100% identical to Vip3Aa proteins
already described. However, the proteins Vip3Aa42 (GenBank: [HQ587048]) of HD125
strain and Vip3Ag5 (GenBank: [HQ542193]) of the isolate 1187 showed 99% similarity
with the Vip3Aa35 and Vip3Ag2 proteins described, respectively, showing been two new
Vip3A proteins due to amino acid substitutions occurred. The three vip3A genes
obtained can be used in the production of Bt crops, pyramidal or not, aiming to

resistance management of pest insects.

Keywords: Entomopathogenic bacteria, vegetative insecticidal proteins, primer walking,

biological control



1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para a consolidagcdo da agricultura sustentavel
continua sendo o ataque de pragas que, quando ndo controladas, podem reduzir
drasticamente a producdo. Os danos que elas causam a agricultura sdo de grande
importancia econémica acarretando enormes prejuizos, ndo somente as plantas, mas
também aos animais domésticos e ao préprio homem. Segundo FERRY et al. (2006),
0s insetos herbivoros sao responsaveis por cerca de 10 a 20% de perdas mundiais das
grandes culturas.

O controle destes insetos praga € realizado em todo o mundo, principalmente
através do uso de produtos quimicos, sendo o Brasil, 0 terceiro maior consumidor
destes produtos.

No entanto, por ndo serem seletivos, os produtos quimicos atingem 0s inimigos
naturais de muitas pragas, além de contaminar os alimentos, o solo, e a agua. Fato este
que gera uma grande preocupacdo com a saude humana, devido aos casos crescentes
de cancer, creditados a ingestdo de alimentos contaminados por agrotoxicos
(RENDEIRO, 2006). Além disso, o0 uso continuo desses produtos quimicos tem
selecionado populagdes resistentes, 0 que gera como consequéncias um aumento da
frequéncia das aplicagbes de pesticidas, aumento na dosagem do produto e
substituicdo por outro produto, geralmente de maior toxicidade (GEORGHIOU, 1983).

Por estes motivos, tem-se intensificado o namero de pesquisas envolvendo
microrganismos capazes de promover o controle bioldgico de pragas agricolas e de
interesse na saude publica.

Entre estes microrganismos, a bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) é
considerada a espécie de maior interesse, sendo caracterizada pela producdo de
cristais protéicos com atividade inseticida durante a esporulagdo. Esses cristais sao
compostos por proteinas que exibem alta atividade especifica contra larvas de insetos
de vérias ordens (FEITELSON et al. 1992), além de dipteros vetores de doencas
humanas (DE MAAGD et al. 2003).
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Esse agente de controle biolégico tem alta especificidade e € relativamente
seguro para organismos ndo alvo, mas apresenta limitacdes relativas a persisténcia e
eficiéncia. Essas limitagdes levaram pesquisadores a investir no desenvolvimento de
culturas geneticamente modificadas para expressar toxinas oriundas desta bactéria,
denominadas plantas Bt.

No entanto, um dos principais riscos ambientais associados as culturas
inseticidas € o potencial de evolucéo de resisténcia em pragas alvo. Os insetos podem
evoluir em resposta a selecédo natural imposta pelos métodos de controle, limitando sua
eficiéncia e viabilidade a longo prazo (HAWTHORNE, 1998).

Como uma alternativa ao manejo de resisténcia dos insetos as proteinas Cry,
existe uma nova classe de proteinas, produzidas durante o estagio de crescimento
vegetativo da bactéria B. thuringiensis, denominadas proteinas inseticida vegetativa
(Vip), que estdo em amplo estudo devido a sua especificidade e alto potencial ativo
(ESTRUCH et al. 1996).

Devido a sua forma nédo cristalina, estas proteinas se ligam mais rapidamente
aos receptores de membrana das células epiteliais do intestino do inseto suscetivel
resultando em progressiva degeneracdo da camada epitelial (YU et al. 1997; LEE et al.
2003).

A interacdo das proteinas Vip com os receptores do intestino das larvas de
diferentes lepidopteros tem colocado essas proteinas como uma segunda geracao de
toxinas de B. thuringiensis. Portanto, a selecdo de novos genes vip lepiddpteros
especificos, sua caracterizacdo molecular, clonagem e expresséao, tornam-se de grande
importancia no sentido de contribuir para a busca de alternativas eficazes no controle
de pragas agricolas e no manejo da resisténcia destas pragas aos bioinseticidas a base
de proteinas Cry de B. thuringiensis. Neste sentido, o presente trabalho teve por
objetivo a selecéo e caracterizacdo de novos genes Vip3A a partir de 1080 isolados de
B. thuringiensis provenientes de diferentes regides brasileiras, a fim de se obter a
sequéncia completa de nucleotideos dos mesmos, para que possam ser utilizados em

conjunto ou em rotacao na producéo de plantas Bt.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica, Gram-positiva, aerdébia ou
facultativamente anaerdbia, quimioheterotrofica, cuja temperatura ideal de crescimento
€ de 30°C. Possui forma de bastonete e quando em condi¢des especificas, em geral
desfavoraveis ao seu crescimento, desenvolve um ciclo de esporulacdo tipico dos
bacilos. Essa bactéria é encontrada naturalmente no solo além de outros substratos
como superficies de plantas, produtos armazenados e insetos (AZEVEDO et al. 2000).

No inicio de sua esporulacdo séo sintetizadas grandes quantidades de proteinas
que possuem atividade inseticida. As proteinas acumuladas formam um corpo de
incluséo cristalina, razdo pela qual elas sdo denominadas Cry (YAMAMOTO & DEAN,
2000). Esta incluséo protéica é o fator que caracteriza a espécie de B. thuringiensis e
confere a muitas linhagens o potencial entomopatogénico.

Segundo SCHNEPF et al. (1998), as proteinas Cry ou &-endotoxinas sdo
altamente toxicas para 0s insetos suscetiveis e inofensivas para outros organismos,
incluindo insetos benéficos.

Quanto ao modo de acdo das d-endotoxinas de B. thuringiensis, o modelo atual
tem sido estudado principalmente em lepidépteros, ainda que certos trabalhos mostrem
caracteristicas muito similares em outras ordens de insetos. A ingestdo é o primeiro
passo de toda uma série de acontecimentos no interior do inseto e que dara lugar a sua
morte, por inani¢cao, septicemia ou colapso osmotico.

Apés a ingestdo, os cristais de B. thuringiensis passam praticamente intactos
através da primeira por¢cdo do tubo digestivo. Posteriormente, e principalmente em
funcdo do pH intestinal do inseto, das caracteristicas e composi¢do do cristal, estes
serdo solubilizados liberando peptideos sem atividade inseticida que recebem o nome
de protoxinas. Existem evidéncias que mostram que a velocidade de solubilizacéo

depende do pH. Estudos com Anagasta kuehniella, inseto com um pH intestinal pouco



alcalino, mostraram uma lenta dissolucao do cristal. Ao contrario, em Bombyx mori, cujo
pH intestinal estd em torno de 10, em poucos minutos de ingestdo ja comeca a
aparecer sintomas de infec¢cdo. Cada tipo de toxina tera suas condigfes Otimas de
solubilizacdo, assim as toxinas ativas contra lepidépteros se dissolvem em pH alcalino,
enguanto as toxinas ativas contra coledpteros o fazem em pH neutro (KOLLER et al.
1992).

Ao mesmo tempo em que se solubilizam as protoxinas, estas séo ativadas pela
acdo das proteases intestinais. Nao ha informacdes suficientes sobre quais os tipos de
enzimas que estdo envolvidas no processamento das toxinas (MONNERAT & BRAVO,
2000). Entretanto, TERRA & FERREIRA (1994) mostraram que a principal protease
digestiva de lepidépteros e dipteros € a do tipo serino-protease.

A combinagcdo de proteinas proteoliticamente ativadas possui um papel
importante na determinacédo da especificidade aos insetos. Pode-se citar, por exemplo,
0 caso da toxina CrylAb da linhagem B. thuringiensis var. aizawai que é téxica para
lepiddpteros, como Pierris brassicae, quando processada com tripsina e toxica para
dipteros, como por exemplo, Aedes aegypti quando tratada com suco gastrico desse
mosquito (HAIDER & ELLAR, 1989).

Apés serem ativadas por proteases do intestino médio, as proteinas Cry ligam-se
a receptores especificos localizados nas microvilosidades apicais das membranas das
células colunares do intestino dos insetos suscetiveis (HOFFMANN et al. 1988; BRAVO
et al. 1992). A unido a estes sitios € uma etapa determinante na especificidade das &-
endotoxinas, motivo pelo qual, diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao
entendimento desse processo (MONNERAT & BRAVO, 2000).

Esta unido se realiza em dois passos. O primeiro, de carater reversivel, consiste
na interagdo entre a toxina e o receptor e o segundo passo, de carater irreversivel, da
lugar ao complexo toxina-receptor (LIANG et al. 1995). Esta unido, ainda que
necessaria, nao € suficiente para determinar que uma proteina Cry resulte toxica contra
um determinado inseto. Mediante o estudo da interacdo entre toxinas Cry e BBMV

(“Brush Border Membrane Vesicles”), preparadas a partir de diferentes insetos, tem-se



conseguido determinar a especificidade das toxinas Cry em muitos insetos (HERRERO
& FERRE, 2001).

Para a formacgéo do poro, lise celular e morte do inseto h& o desenvolvimento de
uma série de etapas, desde que a toxina Cry se une ao seu receptor. Estas ainda séao
desconhecidas, ainda que a hipotese de lise coloideosmotica seja aceita (KNOWLES &
ELLAR, 1987).

De acordo com este modelo, a abertura das membranas das células do intestino
médio por acdo das proteinas Cry permitira a entrada de agua no interior das células
devido a elevada concentracdo de solutos ndo difusiveis nas mesmas. Isto provocaria
um inchaco que finalmente produziria a lise celular.

Outra classe de proteina produzida pela bactéria B. thuringiensis é chamada Vip
(Proteina Inseticida Vegetativa), que diferentemente das é-endotoxinas, é uma classe
de proteinas produzida por algumas linhagens de B. thuringiensis, durante o estagio
vegetativo de seu crescimento, sendo secretada no meio de cultura como proteina
soluvel (ESTRUCH et al. 1996). Estas estdo em amplo estudo devido a sua
especificidade, alto potencial ativo e como alternativa para o controle da resisténcia de
insetos as proteinas Cry, representando a segunda geracao de toxinas inseticidas que
podem ser usadas no controle de insetos pragas importantes com grande eficiéncia.

As proteinas Vip ndo tém homologia de sequéncia ou estrutura com as proteinas
Cry (RANG et al. 2005). Na primeira classe de proteinas Vip, estdo classificadas as
proteinas Vip3A, que consistem de proteinas de 88,5 kDa, ativas contra um amplo
espectro de insetos lepiddpteros, incluindo Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, S.
frugiperda, Heliothis virescens, e Helicoverpa zea, alguns dos quais tém baixa
suscetibilidade a maioria das endotoxinas (ESTRUCH et al. 1996; YU et al. 1997). A
segunda classe consiste de um sistema binario composto de duas proteinas, Vipl e
Vip2, as quais tém 100 kDa e 52 kDa, respectivamente, e sdo toxicas para certas
espécies de coledpteros (ESPINASSE et al. 2003).

Além das proteinas Cry e Vip, os isolados de B. thuringiensis podem sintetizar
proteinas denominadas Cyt, que possuem atividade citolitica in vitro e especificidade in
vivo aos dipteros (HOFTE & WHITHELEY, 1989; DE MAAGD et al. 2003). De acordo



com esses autores fazem parte desse grupo as proteinas CytlCa e Cyt2Aa e seu modo
de acdo também pode estar relacionado a um sinergismo com outras toxinas
produzidas pelos isolados.

O entomopatégeno também produz outros fatores de viruléncia, como s -
exotoxinas, a-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (HOFTE
& WHITELEY, 1989; DE MAAGD et al. 2001). Esses autores declaram desconhecida a
exata contribuicdo de cada fator na viruléncia da bactéria, sendo uma dificuldade
determinar o espectro toéxico de um isolado que sintetiza mais de uma proteina. Isso
porque, quando os fragmentos toxicos vao se ligar aos receptores da membrana do
intestino médio do inseto, ocorre uma competicdo pelos sitios de ligacdo, que pode
interferir na toxicidade do isolado. Dai a importancia de se obter os genes isolados,
clonados e expressos em sistemas heterdlogos para que se possa atribuir a toxicidade
ao gene unico.

Os produtos a base de B. thuringiensis constituem de 1 a 2% do mercado global
de inseticidas, estimado em 8 bilhdes de doélares por ano, representando 100 milhdes
de dolares em vendas anuais (NESTER et al. 2002), possuem como caracteristica uma
boa estabilidade visto que ndo necessitam de condicfes especiais de armazenamento
e, segundo CERON (2004), existem aproximadamente 60 produtos & base de B.
thuringiensis.

Portanto, B. thuringiensis torna-se um candidato natural para controlar insetos
pragas e diminuir o uso excessivo de pesticidas, grande responsavel pelos poluentes e
contaminacgdo do meio ambiente.

Neste sentido, um aspecto muito importante no desenvolvimento de novos
bioinseticidas € a descoberta de estirpes com maior atividade e melhor adaptadas as
condicbes ambientais onde esses produtos serdo utilizados (DIAS, 1992),
principalmente porque os insetos tém demonstrado uma série de mecanismos de
resisténcia as proteinas de B. thuringiensis (GRIFFITTS & AROIAN, 2005).

Varios laboratérios tém realizado pesquisas sobre o isolamento, producédo e
modificacdo genética de linhagens de B. thuringiensis visando a obtencdo de novos

isolados mais eficazes do ponto de vista do controle biolégico. No Brasil, varios centros



de pesquisas tais como FIOCRUZ do Rio de Janeiro — RJ (CAVADOS et al. 1998),
EMBRAPA — Milho e Sorgo de Sete Lagoas — MG (VALICENTE et al. 2000), UNISINOS
de S&o Leopoldo — RS (AZAMBUJA et al. 2001), LGBBA - UNESP Jaboticabal — SP
(FATORETTO et al. 2007; THULER et al. 2007; DAVOLOS et al. 2009; COSTA et al.
2010) entre outros, estdo buscando novos isolados de B. thuringiensis com potenciais
toxicos diferentes dos ja conhecidos, tanto para a elaboracdo de novos bioinseticidas,
como também para serem doadores de novos genes que poderdo ser empregados na
construcdo de plantas piramidadas, com mais de um transgene, para evitar assim,

possivel resisténcia pelos insetos praga.

2.2. Proteina Vip3 de B. thuringiensis

A nova classe de proteinas chamadas Vip, produzidas por B. thuringiensis,
diferentemente das &-endotoxinas cuja expressdo € restrita na esporulacdo, séo
expressas no estagio vegetativo de crescimento. A proteina Vip ndo possui homologia
com proteinas conhecidas. O gene Vvip3A prevé uma proteina com 791 aminoacidos e
massa molecular de 88,5 kDa (ESTRUCH et al. 1996).

De acordo com ESTRUCH et al. (1996) o gene vip3A codificador da proteina
Vip3A inicia sua expressdo durante a fase de crescimento vegetativo e continua
ativamente expresso em culturas esporulantes. Altos niveis de expressdo em
combinacdo com alta estabilidade da proteina favorecem a producgéo de grandes somas
de proteina nos sobrenadantes de culturas esporulantes.

As proteinas Vips sao classificadas em quatro classes diferentes (CRICKMORE
et al. 2010). As classes Vipl e Vip2 sdo componentes de uma proteina binaria com
atividade inseticida contra Diabrotica virgifera e D. longicornis (WARREN, 1997; HAN et
al. 1999). A proteina Vip3 possui atividade inseticida contra um grande espectro de
insetos praga de importancia agrondmica da ordem Lepidoptera e revela alta
bioatividade para: Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda, S. exigua, Heliothis virescens,
Helicoverpa zea e Plutella xylostella (ESTRUCH et al, 1996; DOSS et al. 2002; LIU et



al, 2007). Quanto a proteina Vip4, até 0 momento, ndo existem trabalhos relatando sua
especificidade.

O modo de acéo da proteina Vip3A néo foi totalmente esclarecido, este tem sido
examinado e mostra estar no nivel do epitélio intestinal do inseto assim como as
proteinas Cry. Porém, devido a sua forma néo cristalizada, estas proteinas se ligam
mais rapidamente aos receptores de membrana das células epiteliais do intestino do
inseto suscetivel resultando em progressiva degeneracao da camada epitelial (YU et al.
1997; LEE et al. 2003)

Em estudos realizados por SCHNEPF et al. (1998) verificou-se que a extensao
C-terminal, encontrada nas proteinas Cry mais longas, ndo faz parte da toxina ativa,
pois é digerida pelas proteases no intestino dos insetos, mas pode ter acdo na
formacéao do cristal.

Por outro lado, estudos realizados por SELVAPANDIYAN et al. (2001)
demonstraram diferencas no modo de acdo da proteina Vip3Aa9 contra diferentes
pragas, quando realizado dele¢des na regido N-terminal e C-terminal da proteina. Para
determinar a minima atividade do fragmento toxico, estas dele¢cdes foram construidas,
expressadas em E. coli e avaliadas em ensaios com larvas de Chilo partellus e S. litura.
Verificou-se que a delecdo de 39 aminoacidos da regido N-terminal ndo alterou a
toxicidade contra larvas de C. partellus, por outro lado, foi observada uma reducgéo da
atividade toxica contra larvas de S. litura. Ja a delecdo de até 154 aminoacidos na
regido C-terminal, causou uma leve reducdo na mortalidade de larvas de C. partellus e
aboliu totalmente a atividade tOxica contra S. litura.

Estes resultados sugerem que a toxicidade contra duas diferentes pragas é
mediada possivelmente por diferentes mecanismos, porém devido a auséncia de
informacdes sobre os receptores de toxinas Vip, ndo € possivel especular sobre os
fatores responsaveis pela diferenca de toxicidade observada com a delecdo da regido
C-terminal da proteina (SELVAPANDIYAN et al. 2001).

As proteinas Vip possuem toxicidade da mesma magnitude como as das
proteinas Cry contra insetos suscetiveis (DONOVAN et al. 2001), e inclui certas pragas

importantes, as quais tém mostrado insensibilidade para as proteinas Cry (BHALLA et



al. 2005). No caso da Agrotis ipsilon, a proteina Vip3A proporciona um aumento de 260
vezes na atividade inseticida em relagdo a algumas proteinas CrylA relatadas como
sendo ativas contra esta praga (MACINTOSH et al. 1990; ESTRUCH et al. 1996). Em
um estudo realizado por AZOL (2006) a proteina Vip3A teve uma eficiéncia de 62% na
mortalidade das larvas de S. frugiperda quando alimentadas com dieta artificial
contendo a proteina Vip3A obtida a partir do sobrenadante.

Devido a sua especificidade e alto potencial ativo, ja existem linhagens de
culturas transgénicas de algodao e milho, expressando somente a Vip3A (JACKSON et
al. 2007), ou em conjunto com proteinas Cry, como linhagens de algodao e milho
expressando CrylAb e Vip3A (DIVELY, 2005; O'CALLAGHAM et al. 2005).

A descoberta da proteina Vip3A foi muito importante para o controle bioldgico de
insetos pragas, pois, segundo MONNERAT & BRAVO (2000), atualmente ndo s6 se
aproveitam as misturas de esporos e cristais, obtidos apds o cultivo de B. thuringiensis,
como também é possivel utilizar o seu sobrenadante. Sendo extremamente relevante a
auséncia de similaridade nas sequéncias de aminoacidos destas proteinas com as
sequéncias de aminoacidos das endotoxinas, especialmente, em termos de manejo de
resisténcia FANG et al. (2007).

2.3. Resisténcia de insetos as toxinas de B. thuringiensis

Resisténcia é definida como a capacidade, adquirida por meio de um processo
evolutivo, de um organismo sobreviver em resposta a pressao de selecédo imposta pela
exposicao a algum agente toxico. Pragas alvo evoluem em resposta a selecdo natural
imposta pelos métodos de controle limitando sua eficiéncia e viabilidade em longo prazo
(HAWTHORNE, 1998).

Os casos de resisténcia ndo se limitam a inseticidas sintéticos, mas incluem uma
ampla gama de produtos naturais incluindo reguladores de crescimento e agentes de
controle biolégico, entre eles as toxinas produzidas por B. thuringiensis (Bt).

Formulacdes contendo a toxina Bt tinham sido usadas por mais de quarenta

anos como inseticidas sem nenhuma evidéncia de resisténcia em situacdes de campo,
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no entanto, o primeiro relato de falhas de formulacdes Bt no controle de pragas ocorreu
nas Filipinas com a traca-das-cruciferas (P. xylostella). Outros relatos apontaram falhas
de controle da traca das cruciferas em areas dos EUA, Japado, América Central e China,
com formulagdes baseadas em B. thuringiensis, principalmente Dipel® e Xentari® (VAN
RIE & FERRE, 2000). J4 em condicdes de laboratorio, populacbes de véarias espécies
de lepidopteros, coledpteros e dipteros, tém desenvolvido resisténcia a toxina Bt
(SCHNEPF et al. 1998; NEPPL, 2001).

A evolucéo da resisténcia a toxinas Bt expressas em plantas transgénicas, numa
populacao de insetos, é afetada por um grande numero de fatores que interagem entre
si e sdo relacionados a caracteristicas do material genético da planta transgénica, a
bioecologia e genética da praga alvo, ao manejo da cultura e ao ambiente da regido de
cultivo (MAIA, 2003).

Quanto as bases bioquimicas da resisténcia, qualquer alteracdo no modo de
acdo das toxinas de B. thuringiensis podera acarretar no desenvolvimento da
resisténcia como, por exemplo: alteragdo no sitio de ligagdo da toxina a membrana,
modificacdo na atividade proteolitica no intestino do inseto e aumento na velocidade de
reparacao do tecido epitelial danificado. No entanto a alteracdo no sitio de ligacao da
toxina a membrana € a alteracdo que gera os maiores niveis de resisténcia. Ela tem
sido descrita tanto em populacdes resistentes capturadas em campo como em
populacbes selecionadas artificialmente em laboratério. Esta alteracdo tem sido
detectada em cepas resistentes a uma ou varias toxinas da familia CrylA de P.
interpunctella (VAN RIE et al. 1990), P. xylostella (FERRE et al. 1991) e H. virescens
(LEE et al. 1995).

Estudos de ligacdo das proteinas Cry tém revelado que espécies de insetos que
compartilham os mesmos sitios de ligacdo para determinadas toxinas, ao desenvolver
resisténcia a uma das toxinas, podem desenvolver também, resisténcia para o restante
das toxinas que compartiiham os mesmos sitios de ligacdo, como ocorre em P.
xylostella (GRANERO et al. 1996; SENDRA, 2002) e H. virescens (JURAT-FUENTES &
ADANG, 2001).
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Estudos realizados por LEE et al. (2003), compararam o modo de acdo da
proteina Vip3A com CrylAb em experimentos de ativacdo proteolitica, ligacdo a BBMV
"Brush Border Membrane Vesicles" e habilidade para formar poros em dois diferentes
ensaios in vitro. Os autores verificaram que a proteina Vip3A difere-se em vdrias
etapas, quanto ao modo de acao, utilizando um alvo molecular diferente e formando
distintos canais ibnicos, comparada a CrylAb.

Com base no trabalho realizado por SENA et al. (2009), a proteina CrylFa ocupa
0 mesmo sitio de unido que CrylAb em S. frugiperda, ja que esta reduziu efetivamente
a unido de CrylFa marcada a BBMV deste inseto, ao mesmo tempo em que CrylFa
nao foi deslocada pelas proteinas Vip3Afl e Vip3Aal, o que indica que estas toxinas
ocupam um outro sitio de unido em S. frugiperda. Sendo assim, estes resultados
indicam que S. frugiperda apresenta um sitio de unido para CrylFa compartilhado por
Cry1Ab e outro sitio diferente compartilhado por Vip3Afl e Vip3Aal.

Desse modo, as toxinas CrylFa e CrylAb ndo devem estar numa mesma planta
transgénica por permitirem a possibilidade de ocorréncia de resisténcia cruzada. Ja as
propriedades distintas de unido das proteinas Vip3A com proteinas Cry a receptores de
H. virescens, H. zea e S. frugiperda, indicam um potencial muito baixo de resisténcia
cruzada (LEE et al. 2006; JACKSON et al. 2007; SENA et al. 2009). Portanto, estas
toxinas podem ser usadas em conjunto ou rotagcdo em estratégias efetivas de controle

de pragas e de manejo de resisténcia (JACKSON et al. 2007).

2.4. Uso da técnica de PCR e sequenciamento para a selecdo de novos
genes de B. thuringiensis

Programas de isolamento vém sendo desenvolvidos, tanto para 0os genes cry
como para 0S genes vip, por meio das técnicas de PCR e seguenciamento
(SELVAPANDIYAN et al. 2001; RANG et al. 2005; FANG et al. 2007; SILVA-WERNECK
& ELLAR 2008; SAADAOQUI et al. 2010). Com a caracterizacdo molecular é possivel
discriminar os diversos isolados de B. thuringiensis através do conhecimento de seus

padrées de comportamento e do seu genoma (FRUTOS et al. 1994).
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Estes avancos na biologia molecular, baseados no DNA, permitem a
diferenciacéo inter e intraespecifica de B. thuringiensis. Tais métodos podem diferenciar
linhagens padrdo e isolados, podendo também ser empregados na determinacdo da
presenca/auséncia de certos genes (POLANCZYK & ALVES, 2003).

A identificacdo dos tipos e subtipos de genes contidos huma nova linhagem de B.
thuringiensis, por meio da técnica de PCR, utilizada em diversos trabalhos como
MONNERAT et al. (2007); THAMMASITTIRONG & ATTATHOM (2008); SEIFINEJAD et
al. (2008); COSTA et al. (2010), pode ser empregada para predizer seu potencial ao
biocontrole, bem como a sua especificidade (WANG et al. 2003).

A técnica de PCR envolve a sintese enzimética in vitro de milhdes de cépias de
um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. A reacéo de
PCR se baseia no pareamento e extensao enzimatica de um par de oligonucleotideos
(pequenas moléculas de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores “primers” que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacdo. Estes iniciadores séo
sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos sejam
complementares a sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1998).

Com o advento dos projetos genomas no Brasil, o sequenciamento de DNA
tornou-se mais simples e com custos menores, sendo acessivel a um maior nimero de
pesquisadores. Isto encorajou a busca e selecdo de novos oligonucleotideos
iniciadores, que sao selecionados a partir de regides conservadas, e permitam a
amplificacdo de um maior nimero de genes, ndo necessariamente pertencentes a um
mesmo grupo e, cujas diferencas ndo tenham que ser detectadas somente através do
tamanho dos fragmentos obtidos apds a amplificacdo, mas que possam ser detectadas
através de sequenciamento.

Estas técnicas tém auxiliado os grupos de pesquisas ha identificacdo e
caracterizacdo de novos genes de B. thuringiensis, a fim de se obter uma alternativa
aos genes previamente existentes e para os quais algum nivel de resisténcia tenha

aparecido nos insetos alvos.
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Neste sentido, a identificacdo de novos isolados de B. thuringiensis permite a
utilizacdo tanto na producéo de bioinseticidas mais eficazes como na doacédo de genes
para a producdo de plantas transgénicas resistentes a insetos, piramidadas ou nao,

visando também ao manejo da resisténcia.
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3. OBJETIVOS

o Selecionar, a partir de 1080 isolados de B. thuringiensis, provenientes de
diferentes regides brasileiras, aqueles portadores de novos genes Vip3A, por meio da
técnica de PCR.

J Obter a sequéncia completa de nucleotideos do gene Vip3A, por meio da
estratégia de “primer walking”.



15

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria, Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, SP.

4.1. Linhagens e isolados de B. thuringiensis

Foram analisados 1.080 isolados de B. thuringiensis provenientes de diferentes
regides brasileiras, pertencentes ao Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA).

Além dos isolados, fizeram parte das analises trés linhagens padrdo, B.
thuringiensis var. tolworthi HD125, B. thuringiensis var. kurstaki HD1, utilizadas como
referéncia de controle positivo (lepidoptero-especifico) e B. thuringiensis var.
tenebrionis, como referéncia de controle negativo (coledptero-especifico), provenientes

do Bacillus Genetics Stock Center, Columbus, Ohio.

4.2. Cultivo das bactérias e extracdo do DNA gendmico

As linhagens padrao e os isolados encontram-se mantidos em culturas estoques,
junto ao LGBBA. O estoque ocorre na forma de fitas de papel filtro impregnadas com
uma suspensdo de esporos e mantidas a 10°C. Um dia antes do plagueamento, uma
fita de papel filtro de cada isolado e das linhagens padréo de B. thuringiensis utilizadas
foram colocadas em agua estéril e a partir da suspensdo de esporos, retirada uma
aliquota que foi estriada em placas de Petri contendo meio BHI “Brain Heart Infusion
Broth”, (12,5 g infusdo de cérebro/L, 5 g infusdo de coragdo/L, 10 g peptonal/L, 2 g
glicose/L, 5 g cloreto de sodio/L e 2,5 g fosfato disddico de hidrogénio/L), adicionado de

agar.
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O DNA gendmico foi obtido pelo método de fervura descrito por LETOWSKI et al.
(2005). Primeiramente, as placas de Petri estriadas com a solucdo de esporos foram
incubadas em estufa a 30°C por 12 h para a coleta de colonias isoladas, estas foram
transferidas para tubos Falcon contendo 2 mL de meio BHI liquido e submetidas a
agitacao por 16 h a 200 rpm e 30°C. ApOs esse periodo, a cultura bacteriana foi entéo
transferida para tubos de microcentrifuga de 2 mL, e centrifugadas a 17.949 xg por 3
min a 20°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 400 pL
de &gua grau Milli-Q estéril e agitado vigorosamente em agitador do tipo “vortex”.
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 15 min em agua fervente (100°C) e
resfriadas por 10 min em temperatura ambiente, sendo em seguida centrifugadas a
17.949 xg por 15 min a 20°C. Apéds, 200 pL do sobrenadante foram transferidos para
outro tubo de microcentrifuga estéril. As amostras de DNA permaneceram
armazenadas a -20°C até a sua utilizacao.

4.3. Identificacdo dos isolados de B. thuringiensis portadores de genes
vip3A potencialmente novos

As amostras de DNA bacteriano foram submetidas a PCR com dois pares de
oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1), em uma Unica reacdo para identificacdo do
gene Vip3A. Os dois pares de iniciadores foram elaborados baseados na sequéncia do
gene vip3Aal (GenBank: [AAC37036]) para amplificar dois fragmentos do gene Vip3A
onde, segundo FANG et al. (2007), a amplificacdo de dois fragmentos de DNA de 463 e
365 bp, respectivamente, resulta na presenca de um gene vip3A altamente similar ao
gene vip3Aal, enquanto a amplificacdo de apenas um fragmento de DNA, regido N-
terminal, resulta na presenca de um provavel gene vip3A novo, sendo esses 0s alvos

de estudo.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores elaborados por FANG et al. (2007), utilizados na identificacao dos

isolados de B. thuringiensis portadores de genes vip3A potencialmente novos.

Iniciador Sequéncia Produto
esperado (pb)
V1F 5 TTATTTTAATGGCATTTATGGATTTGCC 3’ (d) 463
ViR 5" GCAGGTGTAATTTCAGTAAGTGTAGAG 3’ (1)
V2F 5' CTTCTGAAAAGTTATTAAGTCCAGAAT 3’ (d) 365
V2R 5' TTACTTAATAGAGACATCGTAAAAA 3' (1)

(d): direto; (r): reverso

As reacbes de amplificacdo para os dois pares de oligonucleotideos iniciadores
V1F-V1R e V2F-V2R foram conduzidas em um volume de 20 pL para cada amostra e
0s componentes da reacdo e seus volumes estdo descritos na Tabela 2. Em todos os
lotes das reacdes de amplificagdo foi adotado um controle negativo, substituindo-se o
volume de DNA usado por 4gua grau Milli-Q estéril.

Tabela 2. Reagentes utilizados nas reag6es de amplificacéo.

Reagentes Volume
DNA 2,0 uL
DNTP (10 mM) 0,4 uL
MgCl, (50 mM) 0,8 uL
Tampao para reacédo de PCR (10X) 2,0 uL
Oligonucleotideo (10 pmoles) 0,5 uL
Taq DNA polimerase 10U

Agua (g.s.p) 20,0 uL

As reagOes foram transferidas para um aparelho termociclador (PTC-100
Programmable Thermal Controller — MJ Research, inc.) com circuito Hot Bonnet no qual
percorreram o ciclo descrito na Tabela 3, otimizado de acordo com a temperatura de

pareamento dos iniciadores.
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Tabela 3. Condicdes de termociclagem da reacéo de PCR.

Passo Temperatura Tempo
1 94°C 2 min
2 94°C 30s
3 53°C 45 s
4 72°C 1 min
5 30 vezes 0s passos 2ao04
6 72°C 5 min
7 5°C Até retirada

As amostras foram visualizadas e analisadas em géis de agarose a 1,0%,
utilizando-se de 10 pL do produto da PCR e 3 pyL de tampéo de carregamento (Tris —
HCI 0,1M, pH 6.8; Azul de Bromofenol a 0,02%; Glicerol 50%). Os géis, contendo
brometo de etideo (0,5 ug/mL) foram submetidos a eletroforese horizontal a 70 V por 2
h, conduzida em tamp&o TEB (Tris 0,4 M, EDTA 0,1M, Acido Bérico 0,01 M, pH 8,3),
também adicionado brometo de etideo (0,5ug/m L). Os fragmentos amplificados foram
comparados com o marcador molecular “1kb DNA ladder” (Fermentas), o qual serviu
como referéncia de migracdo eletroforética para verificagdo dos tamanhos dos
fragmentos obtidos apds a reacdo de amplificacdo. Os géis de agarose foram
visualizados sob fonte de luz UV e registrados por meio de um sistema de
fotodocumentagdo digital em equipamento GEL DOC 2000 (BioRad), através do

programa Quantity-One.

4.3.1. Confirmagédo da presenca de genes Vip3A potencialmente

novos nos isolados selecionados

Para uma posterior confirmacdo, os isolados que apresentaram amplificacdo
apenas com o par de iniciadores V1F-V1R, tiveram seu DNA amplificado com os
oligonucleotideos iniciadores Vip5-Vip2 e Vip3-Vip6 (Tabela 4), descritos por
LOGUERCIO et al. (2002) baseados nas sequéncia do gene vip3Aal (GenBank:
[AAC37036]).



19

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores elaborados por LOGUERCIO et al. (2002) especificos para o

gene vip3Aa.
Iniciador Sequéncia Produto
esperado (pb)
Vip5 5" ATGACCAAGAATAATACTAAATTAAGC 3’ (d) 1209
Vip2 5' TCTGGGCACAATAATTTATCC 3' (r)
Vip3 5' CAGGACATGCATTGATTGG 3’ (d) 1313

Vip6 5' GATCTTACTTAATAGAGACAT 3' (1)
(d): direto; (r): reverso

Estes oligonucleotideos iniciadores amplificam dois fragmentos distintos no gene,
sendo um fragmento de 1209 pb na regido N-terminal através do uso dos iniciadores
Vip5-Vip2 e um fragmento de 1313 pb na regido C-terminal através do uso dos
iniciadores Vip3-Vip6. E também possibilitam a amplificacdo do gene vip3Aa completo,
partindo do “start cddon” até o “stop codon” utilizando-se como par de iniciadores Vip5 e
Vip6.

4.4. Sequenciamento do fragmento N-terminal dos genes Vip3A

potencialmente novos

Apés a amplificacdo dos fragmentos por PCR e sua posterior confirmacéo
através da corrida eletroforética, o isolado que apresentou amplificagdo com o uso dos
iniciadores Vip5-Vip2 (fragmento N-terminal), teve seu produto quantificado em
espectrofotdmetro, medindo-se a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280
nm sendo a relacédo 260/280 nm calculada (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

As amostras foram diluidas a uma concentracdo de 50 ng/uL e submetidas a um
sequenciamento prévio utilizando como iniciador direto o oligonucleotideo Vip5. As
reacbes de sequenciamento foram conduzidas com o corante “DYEnamic™ ET Dye
Terminator Kit (MegaBACE™)” conforme descrita na Tabela 5. J4 o programa de

termociclagem utilizado seguiu as condi¢des descritas na Tabela 6.
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Tabela 5. Reagentes utilizados nas reacfes de sequenciamento.

Reagentes Volume
DNA (50 ng/uL) 2,0 uL
Tampao (2,5X) 3,0 uL
Oligonucleotideo (10 pMol) 1,0 L
Dyenamic 1,0 L
Agua (g.s.p) 10,0 uL

Tabela 6. Condicdes de termociclagem utilizada nas rea¢des de sequenciamento.

Passo Temperatura Tempo
1 94°C 20s
2 50°C 15s
3 60°C 2 mim
4 40 vezes 0s passos lao3
5 5°C Até retirada

ApoOs a retirada das amostras do termociclador, as mesmas passaram por um
processo de precipitacdo do DNA, utilizando EDTA/Etanol/Acetato de Sodio, seguindo
as recomendacdes da Empresa Applied Biosystem que consistiu em: adicionar 1 uL de
EDTA 125 mM, 1 uL de Acetato de Sédio 3M e 25 pL de Etanol 100%. As amostras
foram rapidamente homogenizadas em aparelho tipo “vortex” e incubadas 15 min a
temperatura ambiente, fora do alcance da luz. Decorrente esse periodo, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo por 30 min a 1.699 xg, em uma temperatura de 4°C.
O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e adicionou-se, 35 pyL de etanol 70%,
seguido de uma centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes por 15 min. Novamente o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e uma rapida centrifugacéo adicional foi
realizada, dessa vez, com a placa invertida sobre papel filtro para a total retirada do
etanol. A placa permaneceu em fluxo laminar desprovido de luz por aproximadamente
30 min para completa secagem.

Adicionou-se 10 pL de HiDi Formamida (Applied Biosystems) em cada amostra,

estas foram desnaturadas em termociclador a 95°C por 5 min e imediatamente
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resfriadas em gelo para serem sequenciadas utilizando-se do analisador automético de

DNA modelo 3100 Genetic Analyzer ABI, da empresa Applied Biosystems.

4.5. Andlise dos dados gerados por sequenciamento

Ferramentas de bioinformatica foram utilizadas em todas as analises dos dados
gerados. Os arquivos dos cromatogramas resultantes dos sequenciamentos foram
submetidos a analise de qualidade para pontuacdo de cada base lida “base calling”,
montagem do fragmento através de alinhamento das sequéncias com qualidade e
visualizacdo grafica da montagem resultante utilizando-se do pacote de programa
Phred/Phrap/Consed (EWING & GREEN, 1998; EWING et al. 1998; GORDON et al.
1998), em um computador tipo servidor “Dell PowerEdge 2900, sistema
operacional “Linux RedHat Enterprise 4.0".

Para que a sequéncia consenso fosse aceita, foi definido que todas as bases
deveriam ter no minimo qualidade phred >= 40, o que corresponde a uma precisao igual
ou menor do que 1 erro a cada 10.000 pb (acuracia de 99,99%). As sequéncias FASTA
resultantes foram comparadas com os bancos de dados publicos ndo redundantes de
proteinas da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al. 1990) através do algoritmo BLASTX,

disponivel publicamente na pagina NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.6. Obtencao dos genes vip3A completos

Com base nos melhores “hits” dos resultados de comparacdo das sequéncias,
um oligonucleotideo reverso foi sintetizado na tentativa de se amplificar o gene vip3A
completo do isolado de B. thuringiensis.

Este oligonucleotideo foi sintetizado com base na sequéncia do gene
vip3Ab2 (GenBank: [AAY88247.1]), recebendo a denominacdo de V3ADb(r) 5
TTACTTAATTGAAAAATCTCGGAAATT 3, e para a amplificacdo do gene completo,
utilizou-se como iniciador direto o oligonucleotideo Vip5, que contém o cédon de
iniciacdo ATG (Tabela 4).
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A reacao de amplificacdo foi conduzida conforme descrito na Tabela 2 e o

programa de termociclagem seguiu as condi¢des descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Condi¢cBes de termociclagem utilizada nas reacdes de amplificacdo do gene vip3A completo do
isolado de B. thuringiensis.

Passo Temperatura Tempo
1 94°C 2 min
2 94°C 1 min
3 47°C 1 min
4 72°C 2 mim
5 30 vezes 0s passos 2ao04
6 72°C 5 min
7 5°C Até retirada

Para as linhagens padréo de B. thuringiensis var. HD1 e HD125, a amplificagao
do gene vip3A completa foi obtida com os iniciadores Vip5-Vip6 seguindo as condi¢des
de amplificacédo e termociclgem descritas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,0% conforme descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001).

4.7. Clonagem dos genes vip3A completos

O produto amplificado referente ao gene vip3A completo, a partir do DNA do
isolado e das linhagens padréo, com cerca de 2370 pb, foi clonado no vetor pGEM-T
Easy (Promega, Madison, USA) de acordo com as indicagdes do fabricante.

Células de E. coli DH10B foram usadas para a transformacdo por meio do
método de choque térmico e selecionadas em placas de LB (10 g de triptona/L, 5 g de
extrato de levedura/L e 5 g de NaCl/L, adicionada de agar), contendo 100 pg
ampicilina/mL, 20 mg X-Gal/mL e 200 mg IPTG/mL (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Os clones transformantes (col6nias brancas) foram selecionados e transferidos,
de forma organizada, para tubos de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura LB liquido

suplementado com ampicilina e as células foram multiplicadas a 37°C por 12 h sob
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agitacdo constante de 110 rpm. Posteriormente, uma aliquota de 700 pL foi
assepticamente estocada em glicerol (100%) estéril e armazenada em ultra-freezer a -
80° C.

ApOs o periodo de multiplicagdo das células descrito anteriormente, 2 mL das
células foram utilizadas para a extracdo do DNA plasmidial. A solucédo de células foi
centrifugada por 5 min a 17.949 xg e o sobrenadante foi descartado, 200 yL da solucéo
I (25 mM de Tris-HCI pH 8,0, 10 mM de EDTA, 50 mM de D-glicose), previamente
resfriados, foram adicionados as amostras, agitados até a completa solubilizacdo das
células e mantidos a temperatura ambiente por 5 min.

Em seguida, 200 pL da sdla I (0,2 N de NaOH, 1% de SDS ), foram
adicionados as amostras. A solucédo foi gentilmente misturada por meio da inversdo dos
tubos e mantida no gelo por 5 min. Decorrido este periodo, 15QL da solucao Il (3 M
de Acetato de Potassio, 2 M de Acido Acético) foram acrescentados a solu¢do. Os
tubos foram gentilmente invertidos a fim de misturar a solucdo e mantidos no gelo por 5
min. Apos este periodo, as amostras foram submetidas a 5 min de centrifugacao.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 500 uL de clorobrmio /alcool
isoamilico (24:1) foram adicionados a suspensdo. Apdés 2 min de homogeneizacao,
procedeu-se a centrifugacdo das amostras por 5 min a 17.949 xg. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado por meio da adi¢cao de 875 pL de
etanol absoluto a solugdo. As amostras foram misturadas e mantidas no gelo por 5 min.
Logo em seguida, as mesmas foram centrifugadas por 5 min e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado de DNA foi lavado com 1 mL de etanol 70%, secado sob
vacuo e ressuspendido em 30 uL de TE (Tris HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 M pH 8,0)
contendo RNase (10 pg/mL).

Os clones transformantes foram verificados por PCR através da amplificacdo do
fragmento de interesse com o0s oligonucleotideos T7 e SP6, do vetor de clonagem
seguindo as condi¢cfes de reacdo e termociclagem conforme descrito nas Tabelas 8 e

9, respectivamente.



24

Tabela 8. Reagentes utilizados nas reacfes de amplificacdo dos clones positivos.

Reagentes Volume
DNA 0,5 uL
DNTP (10 mM) 0,5 uL
MgCl, (50 mM) 0,75 uL
Tampéo para reacdo de PCR 2,5uL
Oligonucleotideo (10 pmoles) 1,25 uL
Taqg DNA polimerase 10U

Agua (g.s.p) 25,0 uL

Tabela 9. Condicdes de termociclagem utilizada para amplificagdo dos clones positivos.

Passo Temperatura Tempo
1 95°C 2 min
2 95°C 45s
3 48°C 30s
4 72°C 2 min
5 40 vezes 0s passos 2ao04
6 72°C 10 min
7 5°C Até retirada

Os produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,0% conforme descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001).

4.8. Sequenciamento dos genes vip3A completos por meio da estratégia de

“primer walking”

Com o objetivo de se obter o gene vip3A completo a partir do isolado de B.
thuringiensis e das duas linhagens padrdo (HD1 e HD125), inicialmente amostras de
DNA plasmidial foram utilizadas como molde em duas reacfes de sequenciamento:
uma utilizando o iniciador universal T7 e outra utilizando o iniciador universal SP6, a fim
de se obter as extremidade 5 e 3 dos genes Vip3A em estudo. As reacOes de
sequenciamento e termociclagem seguiram as condi¢cdes descritas nas Tabelas 5 e 6,

respectivamente.
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Partindo-se da sequéncia consenso das amostras, foram elaborados quatro
oligonucleotideos internos para ambas as linhagens padrédo e cinco oligonucleotideos
para o isolado (Tabela 10) utilizando-se do programa GeneRunner 3.0 (Hasting
Software Inc). Além destes, também foram utilizados para o sequenciamento 0s
oligonucleotideos usados nas reacfes de amplificacdo (Tabelas 1 e 4), possibilitando,
desta forma, ir obtendo as sequéncias dos genes Vvip3A até o codon de terminacéo das
mesmas.

As sequéncias consenso, resultantes desta estratégia, foram utilizadas para
alinhamento com outras sequéncias previamente conhecidas e disponiveis no banco de
dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Tabela 10. Oligonucleotideos iniciadores elaborados na estratégia “primer walking” para a obtencao dos
genes Vip3A completos.

Iniciador Sequéncia Posicdo nos genes

Linhagens Padréo (HD1 e HD125)

Al(d) S'CTCTATGTTGAGTGATGTAATG 3’ 367 - 388
A2(r) 5" TCCGACCTCACTGCCACTTG & 808 - 789
A3(d) 5 TAAGTGCTAATGATGATGG 3 1401 - 1419
A4(r) 5 TGATCCCGTACTCGTCC & 2070 - 2054

Isolado de B. thuringiensis

B1(d) 5" ATTTCCGACAAGTTAGATG 3 446 - 464
B2(r) 5 TTTCCTACCATTACATCG & 723 - 706
B3(d) 5" AAACCAGGATATGCTTTG 3 1056 - 1073
B4(d) 5" GATAAATTCAGATGCTTG G & 2035 - 2053
B5(n) 5" AGTGAGTGAATTTCCTGAG 3 2095 - 2077

(d): direto; (r): reverso


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast�

26

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ldentificacdo dos isolados de B. thuringiensis portadores de genes

vip3A potencialmente novos

A selecdo dos isolados de B. thuringiensis portadores de genes Vip3A
potencialmente novos foi realizada utilizando-se dos pares de iniciadores V1F-V1R e
V2F-V2R (Tabela 1) conforme descritos por FANG et al. (2007). Segundo o autor, 0s
isolados que apresentam amplificacdo para os dois pares de iniciadores, gerando
fragmentos de 463 pb e 365 pb, sdo portadores de genes Vip3A pertencentes a
subclasse vip3Aa, sendo que estes iniciadores foram elaborados com base na
sequéncia do gene vip3Aal. J4 a amplificacdo de apenas um fragmento, de 463 pb,
referente ao par de iniciadores V1F-V1R, caracteriza os isolados como portadores de
genes Vip3A novos, visto que esta regido € bem conservada entre os genes Vip3A
descritos e a regido amplificada pelos iniciadores V2F-V2R, de 365 pb, € muito menos
conservada (RANG et al. 2005), sendo sua auséncia um indicativo de que os isolados
apresentam genes vip3A nao pertencentes a subclasse vip3Aa.

Através da andlise virtual gerada pelo programa pDRAW32
(http://www.acaclone.com) pode-se observar na Figura 1 as regides representando 0s
respectivos sitios de pareamento dos oligonucleotideos iniciadores V1F-V1R e V2F-
V2R.

Para verificar a presenca ou auséncia dessas regides do gene Vip3A nas
amostras de B. thuringiensis foram realizadas reacdes de amplificacdo (Tabelas 2 e 3)
com os pares de iniciadores (Tabela 1) e o DNA extraido de cada amostra, essas
reacoes foram conduzidas em triplicatas. Como controle positivo, em todos o0s
experimentos, utilizou-se das linhagens padrao de B. thuringiensis var. kurstaki HD1 e
B. thuringiensis var. tolworthi HD125 e como controle negativo, da linhagem B.

thuringiensis var. tenebrionis.
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Figura 1. Andlise virtual gerada pelo programa pDRAW32 indicando os sitios de pareamento dos
oligonucleotideos iniciadores V1F-V1R e V2F-V2R elaborados por FANG et al. (2007), com base
na sequéncia do gene vip3Aal.

Dos 1080 isolados utilizados nesse estudo, 60 isolados (5,5%) apresentaram
amplificagdo para os dois pares de iniciadores, V1F-V1R e V2F-V2R, indicando a
presenca de um gene vip3A altamente similar a subclasse vip3Aa e 52 isolados (4,8%),
apresentaram amplificacdo apenas para um par de iniciadores, V1F-V1R, indicando a
presenca de um gene vip3A potencialmente novo, ndo pertencente a subclasse vip3Aa.

Através do uso dos oligonucleotideos para o gene Vvip3A, foi possivel identificar,
na colecdo de isolados pertencente ao LGBBA, 112 isolados (10,3%) pertencentes a
classe vip3A, ja em estudos realizados por ESTRUCH et al. (1996) genes pertencentes
a esta classe foram encontrados em aproximadamente 15% dos isolados analisados e
em 23% dos isolados analisados por RICE et al. (1999).

Em trabalho realizado por FANG et al. (2007), com os mesmos oligonucleotideos
iniciadores, foi encontrado um isolado de B. thuringiensis portador de um gene Vvip3A
significantemente diferente do gene vip3Aal, este gene foi sequenciado e demonstrou
ser idéntico ao gene descrito por NARVA & MERLO (patente 20040128716), o qual foi
clonado e nomeado como vip3Acl, de acordo com o sistema de nomenclatura das
toxinas Vip (CRICKMORE et al. 2010).

A proteina Vip3Acl possui uma similaridade de 85% de sua sequéncia de
aminoacidos com proteina Vip3Aal, porém, esta ndo esta uniformemente distribuida

em todo o comprimento da proteina, uma vez que na regido N-terminal os residuos de
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aminodacidos da Vip3Acl estdo altamente conservados possuindo uma similaridade de
94% com a proteina Vip3Aal, enquanto que na regido C-terminal esses residuos de
aminoacidos estdo muito menos conservados, exibindo apenas 51% de similaridade
com a sequéncia da proteina Vip3Aal.

Sendo assim, os 52 isolados selecionados neste estudo como portadores de
genes Vip3A novos, poderiam ser classificados como pertencentes as subclasses
distintas da vip3Aa devido a alteragcdes em suas sequéncias de aminoacidos na regiao
C-terminal do gene, que é a responsavel na diferenciacdo das subclasses do gene
Vip3A.

Na Figura 2 estdo demonstrados os perfis dos DNAs amplificados, onde podem
ser observados os produtos das amplificagbes como bandas com o0s tamanhos
esperados de 463 pb para o par de iniciadores V1F-V1R e de 365 pb para o par de
iniciadores V2F-V2R.

500 pb—»
E 365pb ¢ 463 pb

365 pb

Figura 2. Eletroforograma evidenciando a amplificacdo das regides V1F-V1R e V2F-V2R do gene vip3A
nas amostras de B. thuringiensis. A - MM: Marcador Molecular 1Kb DNA Ladder; 1 a 8: Isolados
de B. thuringiensis portadores das regides V1F-V1R e V2F-V2R do gene vip3Aa; 9: Controle
Positivo — B. thuringiensis var. kurstaki HD1; 10: Controle Positivo — B. thuringiensis var. tolworthi
HD125; 11: Controle Negativo — B. thuringiensis var tenebrionis (coledptero — especifico). B -
MM: Marcador Molecular 1Kb DNA Ladder; 1 a 9: Isolados de B. thuringiensis portadores das
regibes V1F-V1R; 10: Controle Positivo — B. thuringiensis var. HD125; CN: Controle Negativo — B.
thuringiensis var. tenebrionis (coledptero — especifico).
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5.1.1. Confirmacdo da presenca de genes Vip3A potencialmente

novos nos isolados selecionados

Para uma posterior confirmacdo, os 52 isolados que apresentaram apenas a
regido V1F-V1R do gene, tiveram seu DNA amplificado com os iniciadores Vip5-Vip2 e
Vip3-Vip6 (Tabela 4), descritos por LOGUERCIO et al. (2002). Esses iniciadores foram
desenhados baseados na sequéncia do gene vip3Aal (GenBank: [AAC37036]), porém
como podemos observar na analise virtual gerada pelo programa pDRAW32 (Figura 3),
estes oligonucleotideos iniciadores amplificam dois fragmentos distintos no gene, sendo
um fragmento de 1209 pb na regido N-terminal através do uso dos iniciadores Vip5-Vip2
e um fragmento de 1313 pb na regido C-terminal através do uso dos iniciadores Vip3-
Vip6.

Estas regibes de pareamento dos oligonucleotideos se diferem das regides
amplificadas pelos oligonucleotideos citados anteriormente e também possibilitam a
amplificagcdo do gene vip3Aa completo, partindo do “start codon” até o “stop codon”
utilizando-se como par de iniciadores Vip5 e Vip6.

== Vip& - 27

== Vip}- 1076
| =— vip?- 1188
| =— Vip6 - 2252

Gene vip3Aal (GenBank: [AACIT036])
2370 pb

Figura 3. Anadlise virtual gerada pelo programa pDRAW32 indicando os sitios de pareamento dos
oligonucleotideos iniciadores Vip5-Vip2 e Vip3-Vip6 elaborados por LOGUERCIO et al. (2002),
com base na sequéncia do gene vip3Aal.
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Com o uso do par de iniciadores Vip5-Vip2 foi possivel amplificar a regido N-
terminal de um dos isolados, o qual foi denominado 1187, gerando um fragmento de
1209 pb, contendo o cédon ATG inicial (Figura 4).

J& as linhagens padréo apresentaram amplificacdo para os iniciadores Vip5-Vip2

(Figura 4) e Vip3-Vip6, demonstrando serem estas pertencentes a subclasse vip3Aa.

HD1 HD125 1187 CN

1209 pb

Figura 4. Eletroforograma evidenciando a amplificacdo da regido Vip5-Vip2 do gene vip3A nas amostras
de B. thuringiensis. M: Marcador Molecular 1Kb DNA Ladder; HD1: Linhagem Padrdo B.
thuringiensis var. kurstaki HD1 (Controle positivo); HD125 Linhagem Padré&o B. thuringiensis var.
tolworthi HD125 (Controle positivo); 1187: Isolado 1187 de B. thuringiensis; CN: Linhagem Padréo
B. thuringiensis var. tenebrionis (Controle negativo).

5.2. Sequenciamento do fragmento N-terminal do isolado 1187

O produto amplificado de 1209 pb referente ao gene vip3A do isolado 1187
amplificado a partir da combinacdo dos iniciadores Vip5-Vip2 (regido N-terminal) foi
inicialmente sequenciado utilizando-se como iniciador direto o oligonucleotideo Vip5
(Tabela 4).

Este sequenciamento permitiu, por meio da analise por BLAST, verificar a

similaridade desta regido com aquelas depositadas no banco de dados GenBank.
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Verificou-se a ocorréncia de 69% de similaridade com o gene vip3Aa (GenBank
[ABB72459.1]) e 68% de similaridade com o gene vip3Ab2 (GenBank [AAY88247.1]),
além de similaridade com outras proteinas Vip3, que embora tivessem as sequéncias
depositadas no banco de dados de proteinas na pagina do NCBI, ndo apresentavam-se
classificadas em nenhuma subclasse dos genes Vip3A segundo as regras de
nomenclatura para B. thuringiensis.

A similaridade encontrada com genes da subclasse vip3Aa pode ter ocorrido pelo
fato de ter sido realizado o sequenciamento apenas do fragmento referente a regido
conservada (N-terminal) do gene, que € muito similar em todas as subclasses do gene
vip3A (RANG et al. 2005).

5.3. Amplificacdo do gene vip3A completo do isolado 1187 de B.

thuringiensis e das linhagens padréo

Com base na sequéncia do gene vip3Ab2, elaborou-se entdo, um iniciador
reverso, denominado V3Ab, na tentativa de se conseguir amplificar o gene vip3A
completo do isolado 1187, julgando ser este um gene pertencente a subclasse vip3Ab.

Utilizando-se da combinacdo de iniciadores Vip5-V3Ab, foi possivel a obtencéo
de um fragmento de 2370 pb, evidenciando a presenca do gene vip3A completo no
isolado 1187 (Figura 5). Dado o interesse em se obter genes vip3A isolados e clonados
para futura expressdo em linhagens de E. coli recombinantes, buscou-se também, a
amplificacdo e a caracterizacdo dos genes vip3A completos das linhagens padrdo HD1
e HD125, utilizadas como controle positivo nos experimentos.

Ambas as linhagens, ndo sé apresentaram os produtos de amplificacdo de 463
pb (V1F-V1R) e de 365 pb (V2F-V2R), 0 que as caracteriza como portadoras de genes
pertencentes a subclasse vip3Aa, segundo FANG et al. (2007), como também,
apresentaram a amplificacdo de fragmentos contendo em torno de 2370 pb, referentes
ao gene vip3Aa completo (Figura 5), quando foram utilizados os iniciadores Vip5-Vip6
(Tabela 4), especificos para tal subclasse, segundo LOGUERCIO et al. (2002).
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No entanto, apesar das linhagens padrdo terem apresentado genes vip3
pertencentes a subclasse vip3Aa, através do uso dos oligonucleotideos, estes por sua
vez poderiam apresentar substituicbes em sua sequéncia de aminoacidos de modo a
serem classificados como genes vip3Aa diferentes dos que estao descritos e agrupados
no banco de dados de Bacillus thuringiensis (CRICKMORE et al. 2010).

A linhagem padrdo de B. thuringiensis var. tenebrionis, utilizada como controle
negativo, ndo apresentou amplificagdo para os iniciadores em questédo, indicando a

auséncia de genes vip3A na mesma, caracterizada como coledptera especifica.

HD1 HD125 1187 Ten CN

2370 pb

Figura 5. Eletroforograma evidenciando a amplificagdo do gene vip3A completo nas amostras de B.
thuringiensis. M - Marcador Molecular 1Kb DNA Ladder; HD1 - Linhagem Padréo B. thuringiensis
var. kurstaki HD1 (Controle positivo); HD125 - Linhagem Padréo B. thuringiensis var. tolworthi
HD125 (Controle positivo); 1187 - Isolado 1187 de B. thuringiensis; Ten - Linhagem Padrdo B.
thuringiensis var. tenebrionis (Controle negativo); CN — Controle negativo da reacéo (Agua).

5.4. Clonagem dos genes vip3A completos

Os genes vip3A completos do isolado 1187 e das linhagens padrao (HD1 e
HD125) foram clonados no vetor pGEM-T Easy conforme a recomendacao do
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fabricante. A confirmacéo dos clones positivos foi realizada através da amplificacdo do
fragmento de interesse com os oligonucleotideos T7 e SP6 (Tabelas 8 e 9).

Foram considerados como positivos e utilizados nas reagbes de
sequenciamento, apenas 0s clones que apresentaram a amplificagdo do tamanho de,
aproximadamente, 2570 pb (Figura 6), isto porque os oligonucleotideos T7 e SP6 foram
elaborados baseados na sequéncia de uma regido do vetor de clonagem, e desta
forma, através da amplificacdo, uma parte adicional deste vetor € amplificada, devendo
esta ser considerada e adicionada ao tamanho esperado do gene Vip3A que é de

aproximadamente 2370 pb.

3000 pb~_|
2500 pb— <«—2570 pb

Figura 6. Eletroforograma evidenciando a confirmacédo dos clones positivos através da amplificacdo com
os oligonucleotideos T7 e SP6. M - Marcador Molecular 1Kb DNA Ladder; 1, 8 e 9 - Clones
positivos com tamanho esperado de 2570 pb; 2 a 7 - Clones negativos.

Os clones positivos foram submetidos ao sequenciamento das extremidades
com os oligonucleotideos universais T7 e SP6, seguindo as condicbes de reacdo e

termociclagem descrita na Tabela 5 e 6, respectivamente. A partir destas sequéncias,
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foram elaborados iniciadores internos nos genes a fim de se obter a sequéncia
completa dos mesmos.

Estes iniciadores foram utilizados em reagbes de sequenciamento conforme
descrito na Tabela 5, sempre utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones
positivos. Ja a termociclagem seguiu as condi¢des descritas na Tabela 6, alterando-se
apenas a temperatura de pareamento dos oligonucleotideos, de acordo com a

temperatura especifica descrita na bula do oligonucleotideo adquirido.

5.5. Andlise das sequéncias completas dos genes vip3A

Ap6s a montagem dos genes completos através das ferramentas de
bioinformética citadas no item 4.5., as sequéncias consenso resultantes foram
comparadas com os bancos de dados ndo redundantes de proteinas do NCBI, atraves
do algoritmo BLASTX da ferramenta BLAST, assim como também, com as proteinas
Vip3A ja identificadas e catalogadas no banco de dados de B. thuringiensis
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/), de acordo com as

semelhancas genéticas existentes entre elas.

5.5.1. Analise do gene vip3Aa da linhagem padrao B. thuringiensis
var. kurstaki HD1

As andlises permitiram verificar que para a linhagem padréo B. thuringiensis var.
kurstaki HD1, a sequéncia consenso para o gene vip3Aa apresentou 2370 bases com
qualidade phred média de 79.6 por base, o que corresponde a uma probabilidade de
erro menor que 0,00001% e 789 aminoacidos (Figura 7).

Esta sequéncia foi primeiramente enviada ao banco de dados GenBank
recebendo o nimero de acesso (GenBank: [HQ594534]) e posteriormente, enviada ao
banco de dados Bacillus thuringiensis: Toxin Nomenclature
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/) no qual foi classificada e

agrupada recebendo a nomenclatura de gene vip3Aa43.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
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Utilizando o algoritmo BLASTX, da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.
1990), disponivel publicamente no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram
feitas comparacdes da sequéncia do gene vip3Aa43, contra o banco de dados de
proteinas do NCBI do dia 19 de setembro de 2010.

Verificou-se que a sequéncia de aminoacidos apresenta 100% de similaridade
com o acesso (GenBank: [AAN60738.1]) (Figura 8). Este acesso representa a
sequéncia da proteina Vip3Aalo0, e encontra-se agrupado com mais 13 sequéncias de
genes vip3Aa cujos numeros de acesso sao o0s seguintes: Vip3Aa7 — gb[AAK95326.1],
Vip3Aa — gb[AAL69543.1], Vip3Aa - gb[AAL69544.1], Vip3Aal5 — gb[AAP51131.1],
Vip3Aa — gb[AAM22456.2], Vip3Aall — gb[AAR36859.1], Vip3Aa2l — gb[ABD84410.1],
Vip3Aa — gb[ABF54929.1], Vip3Aa — gh[ABV03359.1], Vip3Aa33 — gb[ACY38212.1],
Vip3Aa34 - gb[ACY38213.1], Vip3Aa36 - gb[ADF43020.1] e Vip3Aa37 -
gb[ADJ18213.1].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/262223531?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=9D082N6D016�
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vV HF Y DV S I K *

Figura 7. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de aminoacidos do gene vip3Aa43 (GenBank:
[HQ594534]) obtido a partir da linhagem padréo B. thuringiensis var. kurstaki HD1. A metionina
inicial e o c6don de parada estdo representados em negrito e em destaque estdo os

oligonucleotideos utilizados na estratégia de “primer walking”,

onde em verde estdo os

oligonucleotideos direto e em amarelo os oligonucleotideos reverso.
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Sequences producing significant alignments:
Description Max score  Total score  Query coverage . E value Max ident
vegstative insecticidal protein Vip3V [Bacillus thuringiensis] >qblAA 1436 1436 99% 0.0 100%
vegetative insechcidal protein [Bacillus thuringiensis] 1485 1485 99% 0.0 99%
vip3A(a) [Baallus thuringiensis] »ablAA023140.2| VIP3AI [syntheti 1454 1494 99% 0.0 99%
Vip3A [Bacillus thuringiensis] >ablAAQ32350.1] Vip184 [Baaillus th 1454 1434 95% 0.0 95%
vegetative insecticidal protein [Baallus thuringiensis] 1484 1494 9% 0.0 99%

Figura 8. Alinhamento da sequéncia do gene vip3Aa43 obtido a partir da linhagem padrao B. thuringiensis
var. kurstaki HD1, realizado dia 19 de setembro de 2010, utilizando o algoritmo BLASTX, da
ferramenta BLAST, disponivel publicamente na pagina do NCBI (http://www.ncbhi.nim.nih.gov).

Das 14 sequéncias que apresentaram 100% de similaridade com o gene
vip3Aa43, nove apresentam-se agrupadas e classificadas no banco de dados “Bacillus
thuringiensis: Toxin Nomenclature”
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil _Crickmore/Bt/) como se pode observar na
Figura 9.

E destas, cinco apresentam 100% de similaridade também em suas sequéncias
de nucleotideos, sendo elas: Vip3Aal5 - gb[AAP51131.1], Vip3Aa2l -
gb[ABD84410.1], Vip3Aa33 — gb[ACY38212.1], Vip3Aa34 — gb[ACY38213.1] e
Vip3Aa36 — gb[ADF43020.1].

| Vip3Aa7 [Vip83 AAK 05326 (Cai et ol 12001 funpublished Bt YBT-833 |
| Vip3Aall [Vip3V 44N60738 [Doss et al 2002 [Protein Expr. Purif 26,82-88 Bt |
| Vip3hall [Vip3a (44R36859 [Luw et al 12003 [unpublished Bt CY |
| Vip3hals [Vip3 AAP51131 [Wu etal 12004 funpublished BEWBS0 |
| Vip3Aa21 [Vip ABDB4410 [Panbangred 2006 [unpublished Btaizawai |
| Vip3ha33 | GU073128 [Diego Sauka  [2009 | BkHDI |
| Vip3ha34 | GU073129 [Diego Sauka  [2009 | TNTA TA24-6 |
| Vip3ha36 | GI951510 [Feng et al 2010 | \ [
| Vip34a37 | HM132041 [Sauka et al 2010 | BtHDIIO |

Figura 9. Proteinas Vip3Aa classificadas no banco de dados Bacillus thuringiensis: Toxin Nomenclature
(CRICKMORE et al. 2010), que apresentaram similaridade a proteina Vip3Aa43 obtida a partir da
linhagem padréo B. thuringiensis var. kurstaki HD1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/262223531?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=9D082N6D016�
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Na figura 10 esta ilustrado o alinhamento das sequéncias de aminoacidos das
proteinas Vip3Aa depositadas nos bancos de dados de proteinas do NCBI com a
proteina Vip3Aa43, onde pode-se observar que ndo ocorreu nenhuma substituicdo de
aminoacidos, demonstrando ser esta, uma proteina Vip3Aa idéntica as 14 proteinas
anteriormente descritas.

Em estudo realizado por DOSS et al. (2002) com a proteina Vip3Aal0, também
sequenciada a partir da linhagem padrdo B. thuringiensis var. kurstaki, foi possivel
observar diferencas em cinco aminoacidos quando comparadas com as proteinas
Vip3Aal, Vip3Aa2 e Vip3Aa9 previamente descritas, sendo elas: glutamina (Vip3Aal)
por lisina (Vip3Aal0) no residuo 284, arginina (Vip3Aa2) por leucina (Vip3Aal0) no
residuo 206, prolina (Vip3Aa2) por treonina (Vip3AalO) no residuo 291, glicina
(Vip3Aa2) por acido glutamico (Vip3Aal0) no residuo 406 e glicina (Vip3Aa9) por acido
glutdmico (Vip3Aal0) no residuo 742.

Ja em ensaios para andlise da toxicidade, DOSS et al. (2002) observaram que a
proteina Vip3Aal0 apresentou 50% de mortalidade em A. ipsilon em uma concentragdo
de 80 ng/cm?, enquanto que para a proteina Vip3Aa9 esta concentracdo foi de 2156
ng/cm?, para uma mortalidade de 50% (SELVAPANDIYAN et al. 2001) e para a proteina
Vip3Aal a concentracdo necessaria é de 62 ng/cm?® para obter uma mortalidade de
100% das larvas (ESTRUCH et al. 1996).

No entanto, para uma eficiéncia de 50% no controle de S. lituria e P. xyllostella,
concentracdes de 5 e 36 ng/cm® da proteina Vip3Aa9 foram necessarias
(SELVAPANDIYAN et al. 2001), enquanto que 45 e 220 ng/cm? foram necessarias da
proteina Vip3Aal0 (DOSS et al. 2002).

Neste sentido, verificou-se que apenas cinco diferencas nas sequéncias de
aminoacido das proteinas foram suficientes para alterar a especificidade entre
diferentes insetos praga da ordem Lepidoptera. Portanto, estudos se fazem necessarios
para esclarecer qual espécie € mais suscetivel a cada uma das proteinas obtidas no
presente estudo.
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Score = 1496 bits (3873), Expect = 0.0
Identities = 78%/78% (100%), Positives = 78%/78% (100%), Gaps = 0/78% (0%)

Frame = +1
vip3aad3 1 MNENNTELSTRALPSFIDYFNGIYCFATGIFKDIMNMIFRETDTGEDLT LDE ILKNQOQLT.ND 180
MNENNTELSTRALPSFIDYFNGIYCFATGIKDIMNMI FRETDTGEDLT LDE ILKNQOLT.ND
vip3Aa 1 MNENNTELSTRALPSFIDYFNGIYCFATGIFDIMNMI FRTDTGEDLT LDE ILKNQOQLT.ND &0

vip3Aad43 181 ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNINTELSEEILKIANEQNQVINDVNNELDATNTMLRVYLEPE 360
ISGELDGVNGSLNDLIAQGNINTELSEREILEIANEQNOVLNDVNNELDAINTMLEVYLPR
vip3Aa ©1 ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNINTELSEEILKIANEQNQVINDVNNELDATNTMLRVYLEPE 120

vip3Aad43 36l ITSMLSDVMEONYALSLOIEYLSKQLOQEISDELDIINVNVLINSTLTEITPAYQRIKYVN 540
ITEMLEDVMEONY ALSLOIEYLSRKQLOETSDELDI TNVNVLINSTLTEITPFAYQRTIRKYVN
vip3aa 121 ITSMLSDVMEOQNYALSLOIEYLSEQLOEISDRLDIINVNVLINSTLTEITPAYQRIKYVN 180

vip3Aads 41 ERFEELTFATETSSKEVERDGSPADILD=1ltel te IARSVTENDVDGFEFYLNTFHDVMVG 720
ERFEELTFATETSSKVERDGSPADILDELTELTELARSVIENDVDGFEFY LNTFHDVMV &
vip3Aa 181 ERFEELTFATET SSKVEKRDGSPADILDELTELTELAKSVTIENDVDGFEFYINTFHDVMVG 240

vip3aad3 721 NNLFGRSATKTASELITEKENVRETSGSEVGNVYNFLIVLTALOARAFLTLTTCRELLGLAD S00
NNLFGRESATKTASELITRENVRTSGESEVGNVYNFLIVLTALOARAFLTLTTCRRELLGLAD
vip3Aa 241 NMNLFGRSATKTASELITRENVRTSGSEVGNVYNFLIVLTALOARAFLTLTTCRELLGLAD 300

vip3Aa4d43 S01 IDYTSIMNEHILNKEREEFRVNILPTLSNTFSNPNYARVEGSDEDARMIVEARPGHALIGE 1080
IDYTSIMNEHILNKEREEFRVNILPTLSNTFSNPNY ARKVEGSDEDARMIVEARPGHALIGE
vip3Aa 301 IDYTSIMNEHINKEREEFRVNILPTLSNTFSNPNYARVEGSDEDARMIVEARPGHALIGF 360

vip3Aa43 1081 EISNDSITVLEVYEARLEQNYQVDEDSLSEVIYGDMDELLCPDQSEQIYYTNNIVFPNEY 1260
EISNDSITVLEVYEARLRONYQVDRDSLSEVIYGDMDELLCPDQSEQIYYTNNIVEFPNEY
vip3Aa 3¢l EISNDSITVLEVYEARLEONYQVDEDSLSEVIYGCDMDELLCPDQSEQIYYTNNIVFENEY 420

vip3Aa43 12¢1 VITRKIDFTREMETLRYEVTANFYDSSTGEIDLNKERKVESSEAEYRTLSANDDGVYMPLGY 1440
VITRIDFTRRMETLEYEVTANFYDSSTGEIDLNEREVESSEAEY RTLSANDDEVYMP LGV
vip3Aa 421 VITEIDFTEREMETLRYEVTANFYDSSTCE IDLNEEEVESSEAEYRTLSANDDEVYMPLGY 480

vip3Aad3 1441 ISETFLTPINGFGLOADENSRLITLTCESYIRELLIATDLSNKETRLIVPPSGFISNIVE 1620
ISETFLTPINGFGLOADENSRLITLTCESY LRELLIATDLSNKETRLIVPPSGFISNIVE
vip3Aa 481 ISETFLTPINGFGLOADENSRLITLTCESYIRELLIATDLSNEKETRLIVPPSGFISNIVE 540

vip3Aa43 1621 NGSIEEDNLEFPWEANNKNAYVDHTGGVNGTRALYVHRDGGISQFIGDRLEPETEYVIQYT 1800
NGSIEEDNLE PFWRANNENAY VDHTGGVNGTRALY VHRDGGISQF IGDELEPETEYVIQYT
vip3Aa 541 NGSIEEDNLE FWRANNENAY VDHTGGVNGTFALY VHRDGGISQF IGDELEPETEYVIQYT e00

vip3Aa43 1801 VEGKPSIHLEDENTGYIHYEDTNNNLEDYQTINKRFTTGTDLEGVYLILESQMGDEAWGD 1%80
VEGKPSIHLEDENTGYIHYEDTNNNLEDYQTINKRFTTCTDLEGVYLILESQMNEDERAWGD
vip3aa ©01 VEGKPSIHLRDENTGYIHYEDINNNLEDY QTINKRFITZTDLRGVYLILESQNGDEAWGD €60

vip3Aad3 1981 NFIILEISPSERLLSPELintnnwtstgstnisgntLTLYQGCRGILEQNLOLDSEFSTYR 2160
NFIILEISPFEERLLEPELINTNNWT STGSTNISGNTLTLY QGGRGILEOQNLOTLDSFSTYR
vip3Aa 661 NFIILEISPEERLLEPELINTNNWT STGSTNLSGNTLTLY QGGRGILEQNLOTLDSFSTYR 720

vip3aAa43 2161 VYFSVSGDANVRIRNSREVLFEERRYMSGARKDVSEMFTTRKFERDNFYIELSQGMNNLYGGET 2340
VY FSVSGDANVEIRNSEEVLFERRYMSGARDVSEMFT TRFEEDNFYIELSQGNNLYGGP T
vip3aa 721 VY FSVSGDANVEIRNSEEVLFERRYMSGARDVSEMFT TRFERDNFYIELSQGNNLYGGP T 780

vip3Aa43 2341 VHFYDVSIK 2367
VHEYDVSIEK
vip3Aa 781 VHEYDVSIE 789

Figura 10. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina Vip3Aa43 obtida a partir da linhagem
padrdo B. thuringiensis var. kurstaki HD1 com as proteinas Vip3Aa depositadas nos bancos de
dados de proteinas do NCBI.
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5.5.2. Analise do gene vip3Aa da linhagem padréao B. thuringiensis
var. tolworthi HD125

Para a linhagem padrdo B. thuringiensis var. tolworthi HD125, a sequéncia
consenso para o gene vip3Aa apresentou 2370 bases com qualidade phred média de
85.7 por base, 0 que corresponde a uma probabilidade de erro menor que 0,000001% e
789 aminoéacidos (Figura 11).

Esta sequéncia foi primeiramente enviada ao banco de dados GenBank
recebendo o nimero de acesso (GenBank: [HQ587048]) e posteriormente, enviada ao
banco de dados Bacillus thuringiensis: Toxin Nomenclature
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/) no qual foi classificada e
agrupada recebendo a nomenclatura de gene vip3Aa42.

Utilizando o algoritmo BLASTX, da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.
1990), disponivel publicamente no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram
feitas comparacdes da sequéncia do gene vip3Aa42, contra o banco de dados de
proteinas do NCBI do dia 19 de setembro de 2010.

Verificou-se que a sequéncia de aminoacidos apresenta 99% de similaridade
com a sequéncia do gene vip3Aa35 — gb[ADE06071.1] (AUDTHO et al. 2010),
sequenciado a partir do isolado M190 de B. thuringiensis (Figura 12).

Duas substituicbes de bases foram detectadas quando as sequéncias foram
alinhadas através do uso do algoritmo BLAST 2Seq da ferramenta BLAST (Figura 13),
sendo elas: A (vip3Aa35) por G (vip3Aa42) na posicdo da base 1450 e G (vip3Aa35)
por A (vip3Aa42) na posicao da base 1976.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/291465232?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=9CZ9BZH2013�
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Figura 11. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de aminoacidos do gene vip3Aa42 (GenBank:

[HQ587048]) obtido a partir da linhagem padrdo B. thuringiensis var.

tolworthi HD125. A

metionina inicial e o cédon de parada estédo representados em negrito e em destaque estdo 0s

oligonucleotideos utilizados na estratégia de “primer walking”,

onde em verde estdo os

oligonucleotideos direto e em amarelo os oligonucleotideos reverso.
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Sequences producing significant alignments:
Accession Description Haxscore  Tolalscore  Querycoverage _Evalue  Maxident
Vip190 [Bacillus thuringiensis] 1488 1458 59% 0.0 80
vegetative insechcidal protein Vip3V [Bacillus thuringiensis] »gb|AA 1470 1470 59% 0.0 98%
veaetative insecticidal protein [Bacillus thurinaiensis] 1469 1485 59% 0.0 98%
AAC370351  vip3A(a) [Bacilus thuringiensis] >cblAAQ23140.2] VIP3AL [syntheti 1458 1468 9% 0L 9%
AALBGS42.1 Vip3A [Bacillus thuringiensis] >gb|AA032350.1| Vip184 [Bacillus th 1468 1465 89% 0.0 98%

Figura 12.

Alinhamento da sequéncia do gene vip3Aad42 obtido a partir da linhagem padrao B.

thuringiensis var. tolworthi HD125, realizado dia 19 de setembro de 2010, utilizando o algoritmo
BLASTX, da ferramenta BLAST, disponivel publicamente no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

vip3AadZ

>1cl|43657 gi|291465231 |gb|GU733921.1| Bacillus thuringiensis strain M190
Vipl90 gene, complete cds
Length=2370

Score = 4366 bits (2364), Expect = 0.0
Identities = 2368/2370 (99%), Gaps = 0/2370 (0%)
Strand=Plus/Plus

1441 ATCAGTGAAGCATTTTTGACTCCGATTAATGGGTTTGGCCTCCAAGCTGATGAAAATTCA 1500

vip3aa3> 1441 ATCAGTGANACATTTTTGACTCCGATTAATGGGTTTGGCCTCCAAGCTGATGAAAATTCA 1500

vip3iadz 1921 GATTTAAAGGGAGTGTATTTAATTTTAAAAAGTCAAAATGGAGATGAAGCTTGG AT 1980
|
vip3aa35 1921 GATTTAAAGGGAGTGTATTTAATTTTAAAAAGTCAARAATGGAGATGAAGCTTGGGGAGAT 1980

FErrrerrg rerrerrrrerrrerrrere et e e e re e e e

Frrerrrerrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrr e e fied

Figura 13. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene vip3Aa42 obtido a partir da linhagem
padrdo B. thuringiensis var. tolworthi HD125 com o gene vip3Aa35. Em amarelo estdo
destacadas as substituicbes de nucleotideos. Em vermelho estdo delimitados os cddons cujas
substitui¢bes de nucleotideos geraram alteracdes nos aminoécidos.

As substituicdes de nucleotideos resultaram na substituicAo dos aminoacidos

treonina (vip3Aa35) por alanina (vip3Aa42) (ACA por GCA — residuo 484) e glicina
(vip3Aa35) por acido glutamico (vip3Aa42) (GGA por GAA — residuo 659) (Figura 14).
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gb|2DE0GOT71 .1 | Vipl90 [Bacillus thuringiensis]

Length=78%

Score = 1488 bits (3851), Expect = 0.0
s =

Identities = 787/78% (99%), Positive 787/789 (95%), Gaps = 0/78% (0%)

Frame = +1

vip353Ads 42 1 MNENNTELSETRATLPSFIDYFNGIYCFATECIFDIMNMI FETDTGEDLTLDE ILENQOLTND 180
MMNENNTELSETRATLPSFIDYFNGIYCFATEGIFDIMNMI FETDTGEDLTLDE ILENQOLTND

vip3Aa35 1 MMNENNTELSTRATLPSFIDYFNGIYCFATEGIFKDIMNMI FETDTGEDLTLDE ILENQOLT.ND 0

vip3Aad42 181 ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNINTELSKEI LEIANECONOVLNDVNNELDATNTMLEVY LEE 360
ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNINTELSEREI LEIANECONOV LNDVNNELDATNTMLEVY LEE

vip3Aa35 61 ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNTINTELSKEI LEIANECONOV LNDVNNELDATNTMLEVY LPE 120

vipiada 42 36l ITSMLSDVMEONYALSLOIEYLSRQIOETSDRELD I INVNVLINSTLTEITPAYQRIKYVN 540
ITESMLSDVMEON Y ATLSLOIEYLSRQIOETSDRLDIINVNVLINSTLTEITPAYQRIKYVN

vip3Aa35 121 ITESMLSDVMREON Y ALSLOIEYLSROIOETSDRLDIINVNVLINSTLTEITPAYQRIKYVN 180

vip3dadz 541 ERFEELTFATETSSKVRERDGSPADIID=]l tel te lARSVIENDVDGFEFY LNTFHDVMVG T20
ERFEELTFATETSSKVEREDGSPADILDELTELTELAKSVIENDVDGFEFY LNTFHDVMVG
vip3Aa35 181 FERFEELTFATETSSKEVERDGSPADITDELTELTELARSVIENDVDGFEFYLNTFHDVMVGE 240

vipZFaadz2 721 NNLFGRSATKTASELITKENVETSGSEVCNVYNFLIVLTALRARAFLTLTTCRELLGLAD 200
NNLFGRSATRTASELITRENVRTSGEEVGNVYINFLIVLTATLOARAFLTLTTCRERLLGLAD
vip3aa35 241 NMNLFGRSATRKTASELITRENVRTSGSEVGNVYNFLIVLTALOARAFLTLTTCRELLGLAD 300

vip3dadz 501 IDYTSIMNEHINKEREEFRVNILPTLSNT FSNPNYARVKGSDEDARMIVEARPGHALVGE 1080
IDYTSIMNEHILNREREEFRVNILPTLENTFSNPNY ARVEGSDEDARMIVEARPGHALVGE
vip3aa35 301 IDYTSIMNEHINKEREEFRVNILPTLSNT FSNPNYARVKGSDEDAFRMIVEARPGHALVGE 360

vip3da4dz 1081 EISNDSITVLEVYEARLEQNYQVDEDSLSEVIYGDMDELLCPDRSEQIYYTNNIVEPNEY 1260
EISNDSITVLEVYEARLRONYQOVDRDSLSEVIYGDMDELLCPDOQSEQIYYTNNIVEFPNEY
vip3Aa3s 361 EISNDSITVLEVYEARLKONYQVDRDSLSEVIYGDMDELLCPDQSEQIYYTNNIVFPNEY 420

vip3ada 42 1261 WVITKIDFTERMETLRYEVTANFYDSSTEEIDLMEEEVESSEAEYRTLSANDDGVYMPLEYV 1440
VITEKIDFTEEMETLRYEVTANFYDSSTGE IDLNEKERVES SEAEY RTLSANDDGVYMPLGWV
vip3Aa35 421 VITKIDFTEEMETLREYEVTANFYDSSTGE IDLNEKEREVES SEAEY RTLESANDDGVYMPLGWV 480

vip3Ads 42 14471 ISEAFLTPINGFGLOADENSRLITLTCESY LRELLIATDLSNEETELIVPPSGFIENIVE 1620
ISE FLTPINGFGLOADENSELITLTCRSY LRELLLATDLSENFEETELIVPEPSGFIENIVE
vip3aa3s 481 ISETFLTPINGFGLOADENSELITLTCRSY LRELLLATDLENFEETELIVPEPSGFIENIVE 540

vipida42 1621 NGSIEEDNLEPFWRANNENAY VDHTGCGVNGTRATLY VHRDGGISQFIGDELEPRETEYVIQYT 1800
NGSIEEDNLE FWRKANNENAY VDHTGGVNGTRALY VHREDGGISQF IGDELEPRTEY VIQYT
vip3Aa3s 541 NGSIEEDNLE FWRKANNENAY VDHTGGVNGTRALY VHREDGGISQF IGDELEPRTEY VIQYT 00

vip34s 42 1801 VRGRPSIHILRDENTGYIHYEDTNNMNLEDYQTITRERFTTGTDLEGVYLILESQNCGDEAWED 1580
VEGEKPEIHLEDENTGCY IHYEDTNNNLEDYQTITERFTTGTDLEGVYLILESQNGDEAW D
vip3Aa235 601 VEGEKPEIHLEDENTGY IHYEDTNNNLEDY QTITERFTTGTDLEGVYLILESQNGDEAWCD G660

vipFda4d:2 1%81 NFIILEISPSERLLSPEL:ntnnwtstgstnisgntLTLYQGGRGILEQNLOLDSFSTYR 2160
NFIILEISPSERLLSPELINTNNWITSTGSTNISCGNTLTLYQGGRGILEONLOLDSEFSTYR
vip3Aa3h 66l NFIILEISPSERLLSPELINTNNWIT STGSTNISGNTLTLYQGGRGILRONLOLDSFSTYR 720

vip3da 4z 216l VYFSVSGDANVRIRNSREVLFERRYMSGARKDVSEIFTTELGRDNFYIELSQGMNLNGGPTI 2340
VYIFSVSGDANVRIFNSREVLFERRYMSGARKDVSE IFTTRLGRDNFYIELSQGNNLNGGP T
vip3aa35 T21 VYIFSVSGDANVRIFNSREVLFERRYMSGARDVSE I FTTRLGRDNFYIELSQGNNLNGGP T 780

vip3dadz2 2341 VEFSDVSIE 2367
VEFSDVSIK
vip3Aa35 781 VEFSDWVSIK 789

Figura 14. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina Vip3Aa42 obtida a partir da linhagem
padrdao B. thuringiensis var. tolworthi HD125 com a proteina Vip3Aa35. Em amarelo estdo
destacadas as substituigdes de aminoacidos: treonina por alanina e glicina por acido glutamico.
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A presenca de substituicGes de aminoacidos na proteina Vip3Aa42 faz com que
esta se diferencie das proteinas Vip3Aa agrupadas nos bancos de dados, evidenciando
desta forma a presenca de uma nova proteina, pertencente a subclasse vip3Aa.

A subclasse vip3Aa compreende até o momento 43 genes, classificados de
vip3Aal a vip3Aa43 (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/). Esses
genes possuem um grau de similaridade entre si de, aproximadamente, 99% e
apresentam toxicidade a insetos da ordem Lepidoptera (BHALLA et al. 2005; FANG et
al. 2007; DOSS et al. 2002). No entanto, apesar da sequéncia de aminoacidos do gene
vip3Aa35 (AUDTHO et al. 2010) ter sido depositada no banco de dados GenBank e no
banco de dados acima referido, até o momento ndo existem informacdes sobre sua
toxicidade e modo de agéao.

Desta forma, estudos envolvendo a toxicidade desta nova proteina deverdo ser

realizados a fim de se esclarecer a sua especificidade.

5.5.3. Analise do gene vip3A do isolado 1187 de B. thuringiensis

Para o isolado 1187 de B. thuringiensis a sequéncia consenso do gene Vip3A
apresentou 2364 bases com qualidade phred média de 81.5 por base, o que
corresponde a uma probabilidade de erro menor que 0,000001% e 787 aminoacidos
(Figura 15).

Esta sequéncia foi primeiramente enviada ao banco de dados GenBank
recebendo o nimero de acesso (GenBank: [HQ542193]) e posteriormente, enviada ao
banco de dados Bacillus thuringiensis: Toxin Nomenclature
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/) no qual foi classificada e
agrupada recebendo a nomenclatura de gene vip3Ag5.

Utilizando o algoritmo BLASTX, da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.
1990), disponivel publicamente no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram
feitas comparagcbes da sequéncia do gene vip3Ag5, contra o banco de dados de
proteinas do NCBI do dia 19 de setembro de 2010.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
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Verificou-se que o0 gene obtido apresenta uma sequéncia de aminoacidos com
99% de similaridade com o a sequéncia do gene Vvip3Ag2 — gb[ACL97352.1] (AUDTHO
et al. 2008), sequenciado a partir do isolado M191 de B. thuringiensis (Figura 16).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/220966629?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=9HCUBDT2013�
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1126
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atgaacaagaataatactaaattaagcgcaagggccttaccgagt
M N K NNT KL S AR AL P S
tttattgattattttaatggcatttatggatttgccactggtatc
F 1 DY FNGI1 Y G F AT G 1
aaagacattatgaacatgatttttaaaacggatacaggtggaaat
K b1l M NM 1 F K TDTG G N
ctaaccctagacgaaattttaaaaaatcagcagttattaaatgag
L T L D E 1 L K NQQULULNE
atttctggtaaattggatggggtaaatgggagcttaaacgatctt
1l S G K L DGUVNG S LNDL
atcgcacagggaaacttaaatacagaattatctaaggaaatctta
Il AQ G NL NTEUL S KE 1 L
aaaattgcaaatgagcagaatcaagtcttaaatgatgttaataac
K 1 ANE QN QV L NDV NN
aaacttaatgcgataaatacaatgcttcacatatatctacctaaa
K L NA1T NTMULHTT1T Y L P K
attacatctatgttaaatgatgtaatgaaacaaaattatgcacta
Il T S M L NDUVMIKQNY AL
agtctgcaaatagaatacctaagtaaacaattgcaagaaatttcc
S LQ 1 EYLSTIKTU QLG QETS
gacaagttagatgtcattaacgtgaatgtacttattaacitctaca
DK LDV I NVNUVLTINST
Cttactgaaattacacctgcotatcaacggatgaaatatgtaaat
L T EI1TTWPAYQRMZK Y VN
gaaaaatttgaagatttaacttttgctacagaaaccactttaaaa
E K F EDULTUFATETT L K
gtaaaaaagaatagctcccctgcagatattcttgatgagttaact
vV K K NS S PAD1I1 L D ELT
gagttaactgaactagcgaaaagtgtaacaaaaaatgacgtggat
E L T ELAIKSV TKND V D
ggttttgaattttaccttaatacattccatgatgtaatggtagoa
G FEFYLNTFWHUDVMV G
adcaatttattcgggcgttcagctttaaaaactgcttcggaatta
N NL F GRS ALKTASE L
atcgctaaagaaaatgtgaaaacaagtggcagtgaggtaggaaat
Il A K E NV KT S G S E V G N
gtttataatttcttaattgtattaacagctctgcaagcaaaagct
vV YNF LI VL TALIGQAIKA
tttcttactttaacaacatgccggaaattattaggcttagcagat
F L TULTTT CRIKIULULGTULATD
attgattatactttcattatgaatgaacatttagataaggaaaaa
Il DY T F 1 M NEHL D K E K
gaggaatttagagtaaatatccttcctacactttctaatactttt
E E F RV N1 L P TULSNTF
tctaatcctaactatgcaaaagctaaaggaagcaatgaagatgca
S NP NY A K A K G S N E D A
aagataattgtggaagctaaaccaggatatgctttggttggattt
K 1 1 V. E A KP G Y A L V G F
gaaatgagcaatgattcaatcacagtattaaaagcatatcaggct
E M S N D S 1 T VL KAY Q A
aagctaaaacaagattatcaagttgataaagattcgttatcagaa
K L KQDVYQVDZKT DS STLSE
attgtctatggtgatatggataaattattgtgccecggatcaatct
l vy 6GDMDIKULLCUPD Q S

1216

1261

1306

1351

1396

1441

1486

1531

1576

1621

1666

1711

1756

1801

1846

1891

1936

1981

2026

2071

2116

2161

2206

2251

2296

2341

gaacaaatatattatacaaataacattgcttttcccaatgaatat
E Q I YY T NNIAFUWPNEY
gtaattactaaaattacttttactaaaaaaatgaatagtttaaga
v I T K 1 T F T K K M N S L R
tatgaggcaacagctaatttttatgattcttctacaggggatatt
Y EATANU FY D S S TG D I
gatctaaataagacaaaagtagaatcaagtgaagcagagtatagt
D LNKTIKVE S S EAE Y S
acgctaagtgctagtactgatggagtctatatgccgttaggtatt
T L S ASTDGV Y MPL G I
atcagtgaaacatttttgactccaattaatgggtttggaatcgta
Il S ETF L TP 1T NGF G 1 V
gtcgatgaaaattcaaaattagtaaatttaacatgtaaatcatat
vV D ENSKULVNLTTZCIK SY
ttaagagaggtattattagcaacagacttaagtaataaagaaact
L R EV L L ATWDULSNIKET
aaattgattgtcccacctattggttttattagcaatattgtagaa
K L 1 v PP 1 GF I S NI V E
aatgggaacttagagggagaaaacttagagccgtggaaagcaaat
N G N L E G ENULEP W K AN
aacaaaaatgcgtatgtagatcatacaggcggcgtaaatggaact
N K NAY V DWHTGGV N G T
aaagctttatatgttcataaggatggtgagttttcacaatttatt
K ALY V HKDGEF S Q F 1
ggagataagttgaaatcgaaaacagaatatgtaattcaatatatt
G DKL K S KTEY V 1 QYI
gtaaagggaaaagcttctattcttttgaaagatgaaaaaaatggt
V K 6 K A S 1 L L KD E K N G
gattgcatttatgaagatacaaataatggtttagaagattttcaa
b C1 Y EDTNNGULETDFQ
accattactaaaagttttattacaggaacggattcttcaggagtt
T 1 T K S F I T 6 T D S S G V
catttaatatttaatagtcaaaatggcgatgaagcatttggggaa
H L I FNSQNSGUDEATFG E
aactttactatttcagaaattaggctttccgaagatttattaagt
N F T 1 S E I R L S E DL L S
ccagaattgataaattcagatgcttgggttggatctcagggaact
P E L I NS D AWV S Q G T
tggatctcaggaaattcactcactattaatagtaatgtgaatgga
W I S G N S L T I NS NV NG
acttttcgacaaaacctttcgttagaaagctattcaacttatagt
T F R QNWLSULESY S TY S
atgaactttaatgtgaatggatttgccaaggtgacagtaagaaat
M NF NV NGFAIKV TV RN
tcccgtgaagtattatttgaaaaaaattatccgcagctttcacce
S R EV L FEKNYP QUL S P
aaagatatttctgaaaaattcacaactgcagccaataataccggg
K D1 S EKFTTAANNT G
ttgtatgtagagctttctcgttttacatcgggtggcgctataaat
LYy v EL SRFTSG G A1 N
ttccgagatttttcaattaagtaa 2364

F R DF S 1 K *

Figura 15. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de aminoacidos do gene vip3Ag5 (GenBank:
[HQ542193]) obtido a partir do isolado 1187 de B. thuringiensis. A metionina inicial e o cédon de
parada estdo representados em negrito e em destaque estdo os oligonucleotideos utilizados na
estratégia de “primer walking”, onde em verde estédo os oligonucleotideos direto e em amarelo os

oligonucleotideos reverso.
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Sequences producing significant alignments:
“Accession Description Maxscore JTotalscore  Querycoverage _Evalue  Maxident
52.1 vegetative insecticidal protein [Bacllus thuringiensis] 1497 1497 q9% 0.0 99%
Isp3c protein [Bacillus thuringiensis] 1377 1377 39% 0.0 91%
Vip30 [Bacillus thuringiensis] 1372 1372 99% 0.0 50%
1 Vip3Ah1 [Bacillus thuringiensis 6L 2001 »emblCAI43275.1] Isp3a1 1276 1276 99% 0.0 85%
AD)18214.1 vegetative insechicidal protein [Bacillus thuringiensis serovar japone 1256 1256 8% 0.0 24%

Figura 16. Alinhamento da sequéncia do gene vip3Ag5 obtida a partir do isolado 1187 de B. thuringiensis,
realizado dia 19 de setembro de 2010, utilizando o algoritmo BLASTX, da ferramenta
BLAST, disponivel publicamente na pagina do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Oito substituicdes de bases foram detectadas quando as sequéncias foram
alinhadas através do uso do algoritmo BLAST 2Seq da ferramenta BLAST, sendo elas:
C (vip3Ag2) por A (vip3Ag5) na posicdo da base 789, G (vip3Ag2) por A (vip3Ag5) na
posicdo da base 1136, C (vip3Ag2) por A (vip3Ag5) na posicdo da base 1377, C
(vip3Ag2) por T (vip3Ag5) na posicdo da base 1395, C (vip3Ag2) por T (vip3Ag5) na
posicdo da base 1427, C (vip3Ag2) por T (vip3Ag5) na posicdo da base 1875, C
(vip3Ag2) por T (vip3Ag5) na posicdo da base 2206 e T (vip3Ag2) por C (vip3Ag5) na
posicao da base 2250 (Figura 17).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�

48

>1cl| 2167 gilZ220566628|gb|FJ556803.1| Bacillus thuringiensis strain M151
vegetative insecticidal protein (vip) gene, complete cds
Length=23¢c4

Score = 4322 bits (2340), Expect = 0.0
Identities = 2356/2364 (99%), Gaps = 0/2364 (0%)
Strand=Plus/Plus

vip3ags5 781 GTGAARMCARCTEECACTCGAGCTAGGAAATCTTTATAATTTCTTAATTCGTATTAACAGCT 840

Lerrrerjrerrrererrrerrerrrrrererrrrrrrrerrrrrrrrrrr el
vip3AgZz 781 GTGAAMACCRGTGECAGTGAGGTAGGARATGT TTATART TTCTTART TGTATTRAACAGCT 840

vipJ3AagS5 1081 GRAAATGAGCAATCATTCAATCACAGTATTARAARGCATATCAGGCTAAGCTAARANCANGAT 1140

e rrrererrrrrrrr e rrrrrrrr et e ey g
vip3AgZ 1081 GRAATGAGCAATGATTCAATCACAGTATTARAAGCATATCAGGCTRAAGCTAARACGAGAT 1140

vip3AgS 1321 ARTTTTTATGATTCTTCTACAGGGGATATTGATCTARATARAGACARRACTAGRAATCARET 1380

Lt rrrrrr e e e et e e e et r e e et e e i
vip3AgZ 1321 AATTTTTATGATTCTTCTACAGEGGATATTGATCTARATARCGACARRRSTAGANTCCRGT 1380

vip3ag5 1381 GRAGCAGAGTATRGTACGCTRAAGTGCTAGTACTGATGCGAGTCTA CGTTAGGTATT 1440

e et e e e e rr e e e NERRRRRRRRN|
vip3AgZ 1381 GRAGCAGAGTATRGCRCGCTRAAGTGCTAGTACTGATGCGAGTCTA CGTTAGGTATT 1440

vip3aAgS 1861 GATACAAATARATGGTTITAGAAGATTTTCAAACCATTACTAARAGTTTTATTACAGEARCE 1520

Lrrrrrerereger gprerrrerereerrrrrerrrrrrrereererererrrrrrennl
vip3agZ2 1861 GATACAAATAATGGCITAGAAGATTTTCARRACCATTACTARRAGTTTTATTACAGGARCE 1920

vip3Ag5 2161 ATGRACTTTAATGTGRAATGCGATTTGCCARAGETGACACTARAGARATITCCCGTGARGTATTA 2220

trrrrrrrrerrrerrrrerrr e e rerrrrer e e e rrr e e e e rrr e e
vip3AgZ 2161 ATGRACTTTAATGTGRATGGATTTGCCRAGGTGACAGTAAGARATCCCLGTGRAGTATTA 2220

vip3Ags 2221 TTTGazaz2aaaaTTATCCGCAGCTTTCHCCCRAAGATATTTCTGAAARATTCACAACTGCA 2280

et errrrerer e e e er et e e e e e et e e rrrnn
vip3AgZ 2221 TTTGAAARARATTATCCGCAGCTTTCHCCTRAAGATATTTCTGARARATTCACRACTGCA 2280

Figura 17. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene vip3Ag5 obtido a partir do isolado 1187 de
B. thuringiensis com o gene vip3Ag2. Em amarelo estdo destacadas as substituicdes de
nucleotideos. Em preto estdo delimitados os cddons cujas substituicbes de nucleotideos nao
geraram alteracdes nos aminoacidos e em vermelho os cédons cujas substituicbes de
nucleotideos geraram alteracdes nos aminoacidos.

As oito substituicbes de nucleotideos resultaram na substituicdo de trés
aminodcidos, arginina (vip3Ag2) por glutamina (vip3Ag5) (CGA por CAA — residuo 379),
treonina (vip3Ag2) por metionina (vip3Ag5) (ACG por ATG — residuo 476) e prolina
(vip3Ag2) por serina (vip3Ag5) (CCC por TCC — residuo 736) (Figura 18)
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gb |ACL97352.1| wegetative insecticidal protein [Bacillus thuringiensis]
Length=787

Score = 1497 bits (3875), Expect = 0.0

Identities = 784/787 (99%), Positives 785/787 (99%), Gaps = 0/787 (0%)

Frame = +1
vip3Aags 1 MNENNTRLSARATLPSFIDYFNGIYGFATGIKDIMNMIFRTDTGCGNLTLDE ILEKNQOLLNE 180
MNENNTRELSARATLPSFIDYFNGIYGFATGIKDIMNMIFRTDTGGNLTLDE ILENQOLLNE
vip3agZ 1 MNENNTRELSARATLPSFIDYFNGIYGFATGIKDIMNMI FRTDTGGNLTLDE ILEKNQOLLNE (=]a]

vipZFAag5 181 ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNINTELSKREILKIANEQNOVLNDVNNELNATNTMLHIYLPK 360
ISGELDGVNGSLNDLIAQGNILNTELSEEI LETANECQNOVLNDVNNELNATNTMLHIYLEPEK
vip3AgZ2 61 ISGRLDGVNGSLNDLIAQGNINTELSKEILKIANEQNOVLNDVNNELNATNTMLHIYLPK 120

vipZ3Aags 361 ITSMLNDVMEONYATLSLRIEYLSKQLOEISDELDVINVNVLINSTLTEITPAYQRMEYVN 540
ITSMLNDVMREONYATLSLOIEYLSKOLOEISDELDVINVNVLINSTLTEITPAYQRMEY VN
vip3agz2 121 ITSMLNDVMEQNYATLSLQIEYLSKQLOEISDELDVINVNVLINSTLTEITPAYQRMEYVN 180

vipZags 541 ERFEDLTFATETTLEVEENSSPADILD=ltelte IARSVIENDVDGFEFYINTFHDVMVG 720
ERFEDLTFATETTLEVEENSSPADILDELTELTELARSVTENDVDGFEFYLNTFHDVMV G
vip3agZ 181 EEFEDLTFATETTLEVEENSSPADILDELTELTELARSVTIENDVDGFEFYINTFHDVMVG 240

vipZags TZ1 NMLFGRSATRTASELIARENVRTSGSEVGNVYNFLIVLTALOARAFLTLTTCRELLGLAD S00
NNLFGREATRTASELIARKENVETSCSEVENVYNFLIVLTALQARAFLTLTTCRELLEGLAD
vip3AgZ 241 NMLFGRSATRTASELIARENVRTSGSEVGNVYNFLIVLTALOARAFLTLTTCRELLGLAD 300

vipZFagS S01 IDYTFIMNEHLDREEREEFEVNILPTLENTFSNPNYARARGSENEDARI IVEARPGYATLVGE 1080
IDYTFIMNEHLDREREEFEVNILPTLENT FSNPNYARARGSENEDARI IVEARPGYATLVGE
vip3AgZz 301 IDYTFIMNEHILDREEREEFRVNILPTLSNTFSNPNYARARGSNEDARI IVEARPGYALVGFE 360

vip3ags 1081 EMSNDSITVLEAYQRFRLEQDYQVDEDSLSEIVYGDMDELLCPDOQSEQI¥YTNNIAFEPNEY 1260
EMSNDSITVLREAY QRRLEA+DYOVDEDSLSEIVYGDMDELLCPDQSEQIYYTNNIAFPNEY
vip3AgZ 361 EMSNDSITVLEAYQRFRLKRDYQVDRDSLSEIVYGDMDELLCPDQSEQIYYTNNIAFPNEY 420

vip3agS 1261 VITRKITFTERMNSLRYEATANFYDSSTGDIDLNKTEVESSEAERYSTLSASTDGVYMPLGI 1440
VITRITFTREMNSLRYEATANFYDSSTGDIDLNETRVESSEAEYSTLSASTDGVY PLGI
vip3AgZ 421 VITRITFTERMNSLRYEATANFYDSSTGDIDLNRKTRVESSEAEYSTLSASTDGVYTPLGT 480

vip3agS 1441 ISETFLTPINGFGIVVDENSKLVNLTCRSY LREVLLATDLSNEETELIVPPIGFISNIV: 1620
ISETFLTPINGFGIVVDENSKLVNLTCRSY LREVLLATDLSNEETELIVPPIGFISNIVE
vip3AgZ 481 ISETFLTPINGFGIVVDENSKLVNLTCRSY LREVLLATDLSNEETELIVPPIGFISNIVE 540

vip3dgs 1621 ngnlegenlePWRANNENAYVDHTCGVHNGTRALY VHREDGEFSQF IGDELESETEYVIQYT 1800
NGNLEGENLE PWEANNENAY VDHTGGVNGTRALY VHRDGEFSQF IGDELESKTEYVIQY T
vip3AgZ2 541 NGNLEGENLE PWEANNENAY VDHTGGVNGTRALY VHRDGEFSQF IGDELESKTEYVIQY T e00

vip3agS 1801 VEGRASILIKDERNGDCIYEDTNNGLEDFQTITRKSFITGTDSSGVHLIFNSQNGDEAFGE 1580
VREGERASILLEDEENGDCIYEDTNNGLEDFQTITRSFITGTDSSGVHLIFNSOQNGDEAFGE
vip3AgZ 601 VREGRASILLEDEENGDC IYEDTNNGLEDFQTITRSFITGTDS SGVHLIFNSONGDEAFGE (S]]

vip34ag5 1981 NFTISEIRLSEDLLSPELINSDAWVGSQGTWISGNSLTINSNVNGTFRONLSLESYSTYS 2160
NFTISEIRLSEDLLEPELINSDAWVGSQGTWISGNSLTINSNVNGTFEREONLSLESYSTYS
vip3aAgZ 66l NFTISEIRLSEDLLEPELINSDAWVGSQGTWISGNSLTINSNVNGTFREONLSLESYSTYS 720

vip34agd 216l MNFNVNGFARVIVENSREVLFERNYPQLSPRDISERFTTAANNTGLYVELSRFTSGGAIN 2340
MNFNVNGFARVIVEN REVLFEENY PQLSPRDISERFTTAANNTGLY VELSRFTSGEAIN
vip3agz 721 MNFNVNGFARVIVRNPREVLFERNY PQLSPRDISERFTTAANNTGLYVELSRFTSGGAIN 780

vip3?ag5 2341 FRDFSIK 2361
FRDFSIK
vip3AgZ 781 FREDFSTE 787

Figura 18. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina Vip3Ag5 obtida a partir do isolado 1187
de B. thuringiensis com a proteina Vip3Ag2. Em amarelo estdo destacadas as substituicfes de
aminoacidos: arginina por glutamina, treonina por metionina e prolina por serina.
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A presenca de substituicbes de aminoacidos na proteina Vip3Ag5 obtida a partir
do isolado 1187, faz com que esta se diferencie das proteinas Vip3Ag agrupas nos
bancos de dados, evidenciando desta forma a presengca de uma nova proteina,
pertencente a subclasse vip3Ag.

Embora a amplificacdo do gene vVvip3A completo no isolado 1187 de B.
thuringiensis tenha sido obtida através do uso de oligonucleotideos iniciadores
inespecificos para a subclasse vip3Ag, foi possivel o sequenciamento de um gene
pertencente a esta subclasse, pois o iniciador direto utilizado (Vip5) foi elaborado com
base na sequéncia do gene vip3Aal, estando localizado na porcdo N-terminal deste
gene, que é uma regido altamente conservada, sendo similar em todas as subclasses
vip3A (RANG et al. 2005), j4 o oligonucleotideo reverso (V3Ab), foi elaborado com base
na sequéncia do gene vip3Ab2, que apresenta a porcdo C-terminal, onde o
oligonucleotideo foi elaborado, idéntica aos genes vip3Ag2 e vip3Ag5, embora em sua
totalidade, estes genes apresentem uma similaridade de apenas 90%, quando realizado
o alinhamento dos mesmos através do algoritmo BLAST 2Seq da ferramenta BLAST.

A subclasse vip3Ag compreende até o momento, os genes Vip3Agl, vip3Ag2,
vip3Ag3, vip3Ag4 e Vvip3Ag5 cuja sequéncia foi obtida neste trabalho. A semelhanca
existente entre eles ndo pode ser comparada uma vez que apenas a sequéncia do gene
vip3Ag2 esta disponivel publicamente no banco de dados GenBank (AUDTHO et al.
2008). No entanto, também para esta proteina, ndo ha ainda, dados publicados que
esclarecam o modo de acao e a toxicidade da mesma frente aos insetos praga.

O gene vip3Agl pertence a uma patente da empresa Syngenta (WO 02/078437),
conforme descrito em http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/. Este
gene esta presente em eventos chamados COT 102 e COT 202 que séo linhagens
transgénicas de algoddo, expressando diferentes proteinas Vip3A em uma mesma
linhagem. Estas estdo liberadas para testes de campo, desde 2005, nos EUA e
Australia (JACKSON et al. 2007), para o controle de insetos praga da ordem lepiddptera

que ataca tal cultura.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�

o1

Isto se torna entdo, um indicativo de que a proteina Vip3Ag5 obtida a partir do
isolado 1187 de B. thuringiensis neste estudo, possa apresentar toxicidade a insetos da
ordem Lepidoptera, pragas da cultura do algodao.

Segundo FANG et al. (2007) as proteina Vip3 representam uma das maiores
descobertas de toxinas com capacidade inseticida, sendo extremamente relevante a
auséncia de similaridade nas sequéncias de aminoacidos destas proteinas com as
sequéncias de aminoacidos das endotoxinas, o que pode resultar no reconhecimento
de sitios de unido diferentes no epitélio intestinal do inseto alvo, driblando o surgimento
de resisténcia dos mesmos a estas toxinas de primeira geragao.

Portanto, a descoberta de novos genes, como os relatados neste trabalho, é de
suma importancia, uma vez que poderdo ser utilizados na producdo de eventos
piramidados para postergar a resisténcia de insetos a cultivos de B. thuringiensis,
contribuindo com o manejo da mesma.

Além disso, estudos envolvendo a toxicidade e o modo de acdo destas novas
proteinas sobre diferentes espécies de lepidopteros praga, tanto da cultura de algodao,
como de outras, deverao ser realizados visando o progresso e o desenvolvimento desta

tecnologia.
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6. CONCLUSOES

e Por meio do presente trabalho foi possivel isolar e sequenciar completamente

trés genes vip3A de B. thuringiensis.

e As sequéncias destes genes foram depositadas nos bancos de dados
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Bacillus thuringiensis: Toxin Nomenclature
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/), recebendo as seguintes
denominacdes: gene vip3Aa43 (GenBank: [HQ594534]), obtido a partir da linhagem
padrdo B. thuringiensis var. kurstaki HD1, gene vip3Aa42 (GenBank: [HQ587048]),
obtido a partir da linhagem padréo B. thuringiensis var. tolworthi HD125 e gene vip3Ag5
(GenBank: [HQ542193]), obtido a partir do isolado 1187 de B. thuringiensis.

e Destes trés genes, dois codificam proteinas diferentes das descritas nos
bancos de dados disponiveis na pagina do NCBI. A proteina Vip3Aa42, obtida a partir
da linhagem padrédo HD125 e a proteina Vip3Ag5, a partir do isolado 1187.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/�
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