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RESUMO - O algodao é uma das mais importantes culturas brasileiras e € hospedeiro de um grande
numero de pragas, como Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis. Uma alternativa para o controle
desses insetos é a construgdo de um algodao transgénico, contendo gene(s) de resisténcia a esses
insetos. Bacillus thuringiensis € uma bactéria que produz toxinas entomopatogénicas. O objetivo deste
trabalho foi 0 isolamento e a caracterizagdo de um gene de uma estirpe de B. thuringiensis toxica a esses
insetos. Apds a clonagem e expressdo do gene, identificado como cry1la em sistema baculovirus, foram
realizados bioensaios, onde foi verificada alta toxicidade da proteina produzida a larvas de S. frugiperda e
A. grandis. Este gene é bastante promissor para a constru¢do de uma nova cultivar resistente a insetos-
praga.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF Bacillus thuringiensis GENE ACTIVE AGAINST
COLEOPTERA AND LEPDOPTERA

ABSTRACT - The cotton is one of the most important crops in Brazil and it is the host of many pests,
like Spodoptera frugiperda and Anthonomus grandis. One of the alternatives to control these insects is
the development of transgenic cotton expressing a gene offering resistance to insects. Bacillus
thuringiensis is a bacterium that produces entomopathogenic toxins. The aim of this work was the
isolation and characterization of a gene present in a B. thuringiensis toxic strain. After gene cloning and
expression of cry1la in a baculovirus system, bioassays were performed. These bioassays confirmed
the high toxicity to this protein to S. frugiperda and A. grandis larvae. This gene is very promising to be
used in the development of a new variety of cotton resistant to pests.
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INTRODUGAO

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de solo, aerdbia, Gram positiva, da familia
Bacillaceae, que se caracteriza pela produgé@o de inclusdes protéicas cristalinas no momento de sua
esporulagdo. E uma bactéria de ocorréncia ubiqua (KRYWUNCZYK e FAST, 1980), em varios
substratos como solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e gréos
armazenados (BRAVO et al., 1998).

A atividade entomopatogénica desta bactéria se deve a presenga das inclusdes protéicas
cristalinas, produzidas durante a esporulagéo. Esses cristais compostos por proteinas denominadas 6l-
endotoxinas ou proteinas Cry podem ser visualizados por microscopia de luz com contraste de fases
(BRAVO et al., 1998, MONNERAT e BRAVO, 2000).
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O algodéo é uma das plantas de maior interesse econdmico cultivada em nivel mundial. A
cadeia produtiva do algoddo é uma das principais do Brasil e do mundo, gerando milhares de
empregos diretos e indiretos e movimentando apenas na indUstria aproximadamente US$ 1,5 bilhdo
(FREIRE et al, 1997). Na década de 1990, essa planta superava o prego de outros produtos também
importantes como a soja, milho e trigo (PONCHIO, 2001). Na industria téxtil, a fibra do algodao é
reconhecida como a mais importante e de maior valor de mercado.

A cultura do algodao tem sido alvo de ataque de diversas pragas dentre elas destacam-se:
Lagarta militar: Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e o Bicudo do algodoeiro: Anthonomus
grandis (Coleoptera, Curculionidae), que é considerada uma das mais danosas.

S. frugiperda é uma espécie polifaga que ataca diversas culturas economicamente importantes
em varios paises. Na lavoura algodoeira danificam o caule, folhas, botdes florais e magas. O ataque se
inicia a partir da parte mediana das plantas e continua subindo até o ponteiro

O bicudo do algodoeiro ndo é passivel de controle por métodos convencionais, pois, suas
larvas s@o endofiticas desenvolvendo-se dentro dos botbes florais. Os adultos se alimentam
principalmente de pdlen e furam o botéo floral para depositar os ovos. Os danos causados por esta
praga, ocasionam uma drastica reducdo da produtividade, devido a perda de botdes florais que caem
apds o ataque, diminuindo significativamente o nimero de capulhos na colheita.

O mecanismo de resisténcia de plantas a fitéfagos tem sido amplamente estudado para varios
microorganismos e insetos. Nos ultimos 20 anos, grupos de pesquisas em todo 0 mundo vém tentando
conseguir, por meio de melhoramento tradicional, cultivares de algod&o resistentes ao bicudo, porém,
os resultados obtidos ndo séo significativos para solucionar este problema. Entretanto, uma nova
perspectiva surgiu com a possibilidade de obten¢do de um algodao transgénico, contendo gene ou
genes que conferem resisténcia ao bicudo. Uma das principais vantagens do algodao transgénico € a
reducado de insumos quimicos para o estabelecimento da lavoura. A adogéo de algodao Bt pelos
agricultores do México e EUA contribuiu para redugdo de 50% nas aplicagdes de inseticidas Na
Argentina, a redug&o do uso de inseticidas alcangou 65% (dos Santos, 2003).

Varias areas de pesquisa vém estudando estratégias que selecionem formas resistentes de
plantas a insetos. Na area molecular, as toxinas microbianas inseto-especificas séo uma alternativa.
Um dos organismos mais estudados e utilizados € o B. thuringiensis.Com isso, uma mesma planta
poderia expressar diferentes genes, ou um unico gene que codifique uma proteina com dupla atividade.

O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e expressar o gene cry1la, derivado da estirpe
de Bacillus thuringiensis S1451, pertencente ao Banco de Bacillus spp. Entomopatogénicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e analisar a atividade inseticida da proteina
recombinante, expressa em células de inseto, para o bicudo do algodoeiro e para lagarta do cartucho-
do-milho.

MATERIAL E METODOS

Primeiramente, o gene foi amplificado por PCR, usando oligonucleotideos especificos a partir
do DNA da estirpe S1451 e depois clonado em vetor de clonagem PgenT-easy (Promega) . O clone foi
sequenciado e a analise de BLAST. O gene cry1la foi, entéo, inserido no vetor pSynXIVVI+X3 (Wang et
al., 1991) e células de Tricoplusia ni foram co-transfectadas com 1mg do DNA linearizado do virus
Autographa californica nucleopolyhedrovirus (ACMNPV) (digerido com a enzima EcoRlI), usando uma
solugéo de lipossomos (Lipofectin, Gibco BRL) e, este foi propagado em células de Trichoplusia ni . O
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virus recombinante vAcvBtCry1la foi purificado pelo método de diluigéo seriada em placa de 96 pogos,
como descrito por O'Reilly et al. (1992).

Apos purificacdo viral, larvas de terceiro instar de S. frugiperda foram infectadas com o virus
recombinante, a fim de que ocorresse a expressao do gene cryfla. O Extrato das lagartas, contendo a
toxina, foi testado contra larvas neonatas de A. grandis e lagartas de segundo instar de S. frugiperda.
Para confirmagé@o da expressé@o da proteina Cry1la foi feito um ensaio de western-blot, a fim de se
confirmar & presenca da proteina.

A microscopia eletrénica de varredura foi feita a partir de 100 mL do homogeneizado, que foi
centrifugado a 10000 x g, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi depositado sobre suportes
metalicos. As amostras foram cobertas com ouro por 180 segundos, utilizando-se metalizador
EMITECH modelo K550 e observadas em microscopio eletronico de varredura Zeiss modelo DSM 962.

A modelagem da proteina Cry1la foi realizada com base na estrutura tridimencional da proteina
Cry3A cddigo PDB 1DLC que foi escolhida por se tratar do modelo mais realistico. Com base nesta
estrutura 0 modelo tedrico para a proteina Cry1la foi construido. Foi feito também o Plot de
Ramachandran, para checagem do modelo proposto (http://raven.bioc.cam.ac.uk/ rampage2.php)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo do gene cryfla a partir da estirpe S1451 gerou um fragmento de 2100pb,
correspondentes ao gene em questdo. Apds a clonagem, o gene foi seqiienciado e a sequéncia obtida
foi alinhada e analisada gerando uma unica sequéncia. Foi entéo feita a analise de BLAST para esta
sequéncia, que apontou 99% de homologia com a sequéncia do gene cryfla j& depositada no
GenBank, diferindo somente em trés aminoacidos.

Foi construido entdo, o vetor de recombinagdo homologa pSynBtCry1la, e este foi co-
transfectado com o virus ACMNPV em células de T. Ni. 72 ap6s a infecgao ja era possivel observar
cerca de 90% das células infectadas com os nucleos repletos de poliedros. O virus recombinante
vAcBtCry1la foi entdo purificado em placas de 96 pogos. A confirmacdo da construgéo foi feita através
de PCR e ensaios de restri¢éo.

O modelo tedrico para proteina Cry1la foi feito com base na proteina Cry3A, por ter se
demonstrado o modelo mais realistico. Apés a modelagem foi construido um Plot de Ramachandran
que apontou 0 modelo como sendo favoravel.

O virus purificado foi injetado em larvas de terceiro instar de S. frugiperda. Decorridos cinco
dias pos a infecgéo as larvas foram homogeneizadas em agua destilada e o extrato foi processado e
tratado com inibidores de proteases. Por microscopia Optica, constatou-se a presenga de cristais
quadrados presentes no extrato celular, fato que, anteriormente néo pode ser constado na cultura de
células, indicando que esta proteina necessita de mecanismo de chaperonas para o seu dobramento,
mecanismo este, ja descrito para outras proteinas Cry. Mostrando que o virus recombinante poderia
estar recrutando algumas destas proteinas durante a infecgdo no inseto.

A dosagem de proteina foi feita com uso de corante tipo Bradford da Bio Rad (Bradford, 1976).
Como havia tanto cristais como poliedros na suspenséo, um gel de poliacrilamida foi analisado através
do programa Image Phoretix 2D (Pharmacia), que através de calculos de proporcdes forneceu os
valores da proteina Cry1la para 1mL do homogeneizado. A confirmagdo da expressdo da proteina
Cry1la se deu através de ensaio de “Western-blot” com o anti-soro anti-Cry1Ab, que reconhece
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proteinas da familia Cry1. A microscopia optica e eletrbnica de varredura confirmou a presenga de
cristais quadrados no extrato celular das lagartas.

Os ensaios realizados com Anticarsia gemmatalis e Plutella xylostella ndo apresentaram
resultados significativos, porém, quando realizado bioensaios de dose contra A. grandis e S. frugiperda
os resultados foram muito significativos. O valor de CLsy obtido com base nos resultados de trés
repeticdes foi de 0,021 mg/mL com intervalo de confianga de 0,017-0,025 mg/ml para o bicudo do
algodoeiro e de 0,289 ug/mL com intervalo de confianga de 0,032-3,310 pg/mL para S. furgiperda.
Indicando que este é um gene bastante promissor para a constru¢do de uma nova cultivar de algodao
que por sua vez, podera ser resistente ao A. grandis e S. frugiperda. Tornando-se um grande avango
biotecnoldgico no combate a estes insetos-praga.

CONCLUSAO

Este trabalho permitiu identificar um gene bastante promissor que podera ser utilizado no
controle de S. frugiperda e A. grandis.
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