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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis POR MEIO DE
GENES cyt
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RESUMO

A bactéria de solo Bacillus thuringiensis (Bt) é amplamente utilizada no controle biolégico de insetos
praga, destacando-se por apresentar atividade téxica contra espécies de diversas ordens, resultante da
producdo de J-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt). O presente trabalho teve por objetivo a
caracterizacdo molecular de uma colecdo de isolados de Bt com diferentes toxicidades contra
Spodoptera frugiperda quanto a presenga dos genes cyt! e cyt2. Para isso, 500 cepas de Bt foram
cultivadas em meio LB s6lido por dezesseis horas a 28°C. Com uma alga de platina foram coletadas
pequenas amostras de col6nias e transferidas para um microtubo contendo 100 ul de dgua ultra pura
estéril. O DNA das cepas foi extraido utilizando-se a metodologia de choque térmico, sendo o
sobrenadante utilizado nas reacdes de PCR. Para a amplificagdo, foram utilizados dois pares de
primers, correspondendo aos genes cyt!/ e cyt2. Adicionalmente, foi feita a extracdo de proteinas e
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Das 500 cepas analisadas, sete apresentaram
genes cyt, destas, trés contendo os dois genes, e quatro apenas um deles. As cepas que apresentaram 0s
dois genes sao efetivas contra S. frugiperda, duas com toxicidade de 100% e uma com 79%. Tendo em
vista que os genes cyt sdo efetivos contra dipteros, a sua presenca em cepas ativas contra lepidépteros,
neste caso, S. frugiperda, aponta uma fonte para novos estudos, apresentando-se como uma alternativa
no manejo preventivo de resisténcia de insetos alvos as d&-endotoxinas presentes em culturas
transgénicas comerciais (Cry e Vip), bem como para a fuga de patentes de genes utilizados nestas
culturas.
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INTRODUCAO

A lagarta do cartucho, S. frugiperda (J. E. Smith), é uma das principais pragas da cultura do
milho em todas as regides do Brasil, reduzindo a producdo de grios em até 37% (FATORETTO et al.,
2007). O controle desta praga € realizado, em sua maioria, por inseticidas quimicos, cuja utilizagdo
abusiva desencadeia vérios problemas, que vao desde a falta de especificidade dos produtos a polui¢do
ao meio ambiente, podendo causar também, a selecdo de populacdes de insetos resistentes a estes
compostos (PFEIFER & GRIGEIATTI, 1996).

Hoje sdo conhecidos muitos microrganismos que podem ser empregados no controle biol6gico
de insetos praga. Dentre eles, o Bacillus thuringiensis (Bt) destaca-se por apresentar atividade toxica
contra espécies de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, dentre outras, onde se
incluem importantes pragas agricolas brasileiras como S. frugiperda, Diatraea saccharalis (Fabricius)
e Anticarsia gemmatalis Hiibner (LERECLUS et al., 1993). Desta maneira, este microrganismo torna-
se uma alternativa vidvel e econdmica para o controle de pragas, evitando a contaminagdo do meio
ambiente, além de preservar os inimigos naturais.
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A caracteristica patogénica do Bt deve-se a producdo de uma inclusdo protéica de formato
cristalino. Esse cristal sintetizado durante a fase de esporulacio é formado por polipeptidios
denominados 6-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt), que vao sendo acumuladas nas células bacterianas
(IBARRA et al., 2003). Estes cristais depois de ingeridos pelos insetos sofrem ativagdo proteolitica,
solubilizando-se em decorréncia do pH alcalino do intestino (pH ~10), convertendo as protoxinas em
endotoxinas. Estas, por sua vez, unem-se as células do epitélio formando poros, causando um
desequilibrio osmético e idnico, levando a morte do inseto por inani¢do ou septicemia (GLARE &
O’CALLAGHAN, 2000).

O crescente uso da proteina cristal e sua ndo-toxicidade aos mamiferos t€m impulsionado a
busca por novas linhagens com diferentes espectros de acdo. Além disso, existe uma grande
preocupacdo com o manejo preventivo de resisténcia de insetos alvo as d-endotoxinas presentes nos
atuais transgénicos comerciais e biopesticidas (CAROZZI et al., 1991). Com isso, torna-se necessdria
a constante descoberta e caracterizagdo de genes com atividade entomocida, bem como a avaliagio da
eficiéncia de genes ja descritos. Além disso, novos estudos apresentam-se como uma alternativa para a
fuga de patentes de genes utilizados em culturas transgénicas comerciais, auxiliando também no
manejo preventivo de resisténcia de insetos alvos as 6-endotoxinas presentes nestas culturas.

Este trabalho teve por objetivo a caracterizagdo molecular de uma colecdo de isolados de B.
thuringiensis com diferentes toxicidades contra S. frugiperda quanto a presenca dos genes cyt/ e cyt2.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento
O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Controle Bioldgico e de Biologia
Molecular da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS), localizada em Sete Lagoas, Minas Gerais.

Isolados bacterianos

Foram utilizadas 500 cepas de Bt com diferentes toxicidades para S. frugiperda (0% a
100%), de acordo com Valicente et al. (2000), Valicente e Barreto (2003), Valicente e Fonseca (2004)
e Valicente et al. (2010), sendo estas pertencentes a colecdo da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS). A
maioria das cepas € proveniente de coletas realizadas em diversas regides do Brasil, e em diferentes
substratos, como solo, lagartas mortas, folhas, etc. Adicionalmente, foram utilizadas cepas oriundas de
outros paises, como Franca e Estados Unidos, pertencentes ao Institut Pasteur (Paris, Franca) e ao
USDA (United States Departament of Agriculture), respectivamente. Como controle positivo foi
utilizada uma cepa de B. thuringiensis subesp. israelensis, proveniente da Unesp — Jaboticabal, e como
controle negativo a cepa HD1, proveniente do USDA.

Extracido do DNA genomico

O DNA gendmico das cepas de Bt foi isolado de acordo com Bravo et al. (1998) com
algumas modificacdes. As cepas foram plaqueadas em meio LB (Lurian Bertani) sélido por
aproximadamente 16 horas & temperatura de 28°C. Com uma alg¢a de platina foi coletada uma pequena
amostra e transferida para um microtubo contendo 100 ul de dgua ultra pura estéril. Em seguida, os
microtubos foram estocados em freezer -80°C por 15 minutos. Apds este periodo, os tubos foram
levados ao banho-maria por 10 minutos na temperatura de 100°C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 segundos e o sobrenadante coletado e utilizado nas rea¢des de PCR.

PCR

Nas reacdes de amplificacdo foram utilizados primers especificos para os genes cytl e cyt2,
descritos por Ibarra et al. (2003). As reacdes de amplificagdo por PCR foram preparadas em um
volume final de 20 pL, consistindo de 5 ul de DNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCl; 2,5 mM
MgCl,; 1 U Taq DNA polimerase (Waterville, USA), 0,125 mM de dNTPs e 0,4 pM de cada primer.
As amplifica¢des foram efetuadas em termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hanburg, Germany) e
os ciclos de amplificagéo foram: desnaturagdo inicial a 95 °C por 2 min, 30 ciclos de 95 °C por 1 min,
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56 °C (primers cyt2) ou 58 °C (primers cytl) por 1 min e 72 °C por 1 min, seguido por uma elongagio
final de 72 °C por 10 minutos, mantendo a reagéo a 4 °C.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,5 % (m/v) em tampdo TAE
(40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,0). Ap6s a eletroforese realizada a 100 V durante uma hora,
o gel foi incubado em solugdo de brometo de etidio (1 pg/mL) por 15 minutos, visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado no equipamento Gel Logic 200 (Kodak, New York, USA).

Para confirmacdo da identidade dos fragmentos, estes foram removidos do gel e purificados
com “QIAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen, Valencia, CA) segundo as recomendagdes do fabricante.
As amostras foram entdo eluidas em 50 pL. de tampdo EB (Qiagen, Valencia, CA), liofilizadas em
centrifuga a vdcuo e ressuspendidas em 10 pL de 4gua ultra-pura.

As reagOes de sequenciamento foram preparadas utilizando-se entre 50 e 100 ng do DNA
purificado; 2 uL. de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, Forter City, CA); 2 pL do tampao 5X
(Applied Biosystems, Forter City, CA) e 5 pmols do iniciador, em um volume final de 10 pL. As
reacoes foram submetidas a 96 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos,
repetidos por 30 vezes.

Posteriormente, 40 uL de isopropanol 75 % (v/v) foram adicionados a cada amostra, sendo
incubadas durante 20 minutos no escuro e centrifugadas por 20 minutos a 16000 x g, descartando-se o
sobrenadante. Foram adicionados 100 pL de etanol 70 % (v/v) ao precipitado, sendo os microtubos
centrifugados a 16000 x g por 20 minutos, o sobrenadante removido e as amostras secas a temperatura
ambiente no escuro. Em seguida, foram ressuspendidas em 10 pL de formamida HiDi (Applied
Biosystems, Foster City, CA), desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e mantidas no gelo até a inje¢do no
equipamento ABI 3100 (Applied Biosystems, Forter City, CA).

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo programa Seqman 3.57 (DNAstar, Madison, WI)
e as sequéncias selecionadas foram comparadas com sequéncias depositadas no GenBank por meio do
algoritimo BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY).

Extracio de proteinas e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas foram isoladas segundo Valicente et al. (2010). As bactérias foram inoculadas
em meio liquido LB a 37°C por quatro dias sob agitacdo 150 rpm. Em seguida, as culturas foram
centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido
em 1 mL de Triton 0,01% (v/v). Esta etapa foi repetida trés vezes. ApOs essa lavagem, o pellet foi
solubilizado em 500 pl do tampdo (0,01% Triton, 10 mM NaCl e 50 mM Tris-HCI, pH 8.0). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos, e o pellet ressuspendido em 500
ul do tampdo (50 mM bicarbonato de sédio e 10mM B-mercapetanol, pH 10,5) e mantido em agitacéo
a 37°C por trés horas. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 10
minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 250 pl de Tris pH 8.0 0,1M. Ao final da extracio,
a protefna foi ativada utilizando tripsina (10 pg ul™) na proporgio 10 pl por 200 pl de solugio. A
solugdo foi mantida em agitador a 150 rpm a 37°C por duas horas. Ao final, a reag¢do foi inativada
utilizando 1 mM PMSF (Phenyl methyl sulfonyl fluoride) na proporcao 30 pl por 200 pl de solugdo.

Aliquotas das proteinas foram misturadas a igual volume de tampao (0,0625 M Tris, 2,3%
SDS (m/v), 10%(v/v) glicerol, 5% (v/v) B-mercaptoetanol e 0,1%(m/v) azul de bromofenol, pH 6,8).
Essa mistura foi mantida em dgua fervente por cinco minutos e transferida para o gelo até o momento
da aplicacdio no gel. Os géis e sobre géis contiveram 12,5% e 6% de acrilamida:bis 37:1,
respectivamente. Ao final os mesmos foram corados com 0,4%(m/v) de azul de comassie. Como
padrdo de peso molecular das proteinas foi utilizado o BenchMark Protein Ladder (Invitrogen®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 500 cepas analisadas, sete apresentaram genes cyt, destas, trés contendo os dois genes, €
quatro apenas um deles. A figura 1 mostra o perfil eletroforético das cepas utilizando os primers
especificos para o gene cyz/.

As cepas que apresentaram os dois genes sdo efetivas contra S. frugiperda, duas com
toxicidade de 100% (cepas 1646 e 1656, provenientes de Jaboticabal — SP) e uma com 79% (cepa
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1168C, proveniente de Jatai — GO). As demais apresentam 0% de toxicidade (cepas 257A, LTO09,
L7B8, P283, provenientes de Goidnia — GO, Paris — Franca, Limoeiro — AL e Goidnia — GO,
respectivamente).

A maioria dos estudos envolvendo genes cyt aponta sua eficiéncia contra dipteros
(BAYYAREDDY et al., 2009), mostrando seu importante papel no controle biolégico destes grupos.
Entretanto, assim como no presente trabalho, genes cyt foram identificados em linhagens de Bt téxicas
a lepiddpteros e coledpteros (GUERCHICOFF et al., 1997, 2001). Por exemplo, o gene cyf2Ba6 foi
encontrado no B. thuringiensis subsp. tenebrionis, sendo este, efetivo contra coledpteros. Estes
resultados mostram a necessidade de mais testes envolvendo outros grupos de insetos como em
lepiddpteros, direcionando trabalhos de bioensaio, a fim de elucidar o papel real destes genes contra
esse grupo e sua possivel toxicidade.

Mgl

506pb

Figura 1 — Produtos de PCR obtidos com os iniciadores especificos para o gene cytl. 1 — 257A, 2 —
1168C, 3 — 1646, 4 — 1656, CP — Controle positivo (B. thuringiensis subsp. israelensis) e CN —
Controle negativo (HD1). M — Padrdo de peso molecular (DNA Ladder 1Kb, Invitrogen®).

O sequenciamento dos fragmentos confirmou a identidade dos genes cyt. Entretanto, nenhum
polimorfismo foi observado entre as cepas avaliadas.

Através da andlise de SDS-PAGE realizada nas cepas que possuiram os genes cy? (Figura 2),
vérios padrdes de proteinas puderam ser observados além das proteinas Cyt (~27kDa) (BUTKO,
2003), dentre eles, pesos moleculares correspondentes as proteinas Cry (14kDa - 135kDa) (PINTO et
al., 2009), responsdveis, assim como as Cyt, pela toxicidade do Bt a insetos.

M 1 2 3 4 5 6 7
160 kDa
50kDa

27 kDa
20 kDa

Figura 2 — SDS-PAGE de cepas de B. thuringiensis contendo os genes cyt. 1 — P283, 2 — 257A, 3 -
L7B8,4 - LT09,5-1168C, 6 — 1646 ¢ 7 — 1656. M — Padrao de peso molecular BenchMark Protein
Ladder (Invitrogen®).

Estudos apontam que as proteinas Cyt agem na membrana celular do intestino do inseto de
forma sinérgica com as proteinas Cry, atuando como receptores adicionais destas, potencializando sua
acdo (MARGALITH e BEN-DOV, 2000). O mecanismo proposto € que as proteinas Cyt se ligam a
membrana deixando expostas regides que sdo reconhecidas pelas proteinas Cry, facilitando a
oligomerizagdo destas, e consequentemente a formacio de poros (PEREZ et al., 2005). Esta sinergia



XIX CONGRESSO DE P()S-GRADUA(;AO DA UFLA
27 de setembro a 01 de outubro de 2010

Cyt/Cry € maior que as interacdes entre proteinas Cry. Delécluse et al. (2000) silenciaram o gene
cytlAa do B. thuringiensis subsp. israelensis na tentativa de eliminar sua atividade inseticida contra
dipteros, fato este que ndo ocorreu. Wu et al. (1994) adotando a estratégia oposta, expressando vérias
combinacdes de genes Cyt/Cry, observou um incremento de quatro vezes na atividade téxica das
proteinas, em relacio as proteinas Cry utilizadas isoladamente.

A presencga conjunta de genes cyt e cry nas cepas utilizadas no presente estudo aponta uma
fonte para novas investigagdes envolvendo sinergismo, como seu possivel efeito contra S. frugiperda e
outros lepiddpteros.

CONCLUSAO

A presenga de genes cyt em cepas eficientes a outros grupos além dos dipteros, evidencia sua
importincia como fonte para novos estudos envolvendo caracterizacdo molecular e bioensaios, a fim
de elucidar o papel real destes genes em lepiddpteros e sua possivel toxicidade. A descoberta e uso de
novo genes, cOMO 0Os genes cy?, apresentam-se como uma fonte alternativa no manejo preventivo de
resisténcia de insetos alvos as d-endotoxinas presentes em culturas transgé€nicas comerciais (Cry e
Vip), bem como para a fuga de patentes de genes utilizados nestas culturas.
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