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Insetos como Spodoptera frugiperda sao responsaveis por perdas
significativas na producdo de milho, sendo nec&ssarseu controle que é realizado
principalmente pelo uso de inseticidas quimicoso@trole biolégico e a obtencdo de plantas
geneticamente modificadas contendo genes de mes&sté estes insetos sédo alternativas a
esta prética (Valicente e Barreto, 2003, Pracé 2084).

O uso deBacillus thuringiensis (Bt) tem se destacado no controle biolégico
de insetos. Bt é uma bactéria gram-positiva de solo que prodandgs quantidades de
proteinas na forma de cristatsgndotoxinas). Estas proteinas (Inseticidal CryBtateins —
ICPs) sdo toxicas a uma variedade de insetos astrerdens Lepidoptera, Diptera, e
Coleodptera (Kumar et al. 1996, Schnepf et al. 1998)

Com o advento da biotecnologia, é possivel a ingéd de genesry
(crystal protein) em plantas de milho, dando origemma planta geneticamente modificada
que apresentam resisténcia a insetos praga c®nfougiperda devido a expressao de
proteinasBt (Buntin et al., 2001; Fernandes et al. 2003). Considerando o roirde
cepasl/isolados mantidos nas colec¢des, o uso diedaéamoleculares pode contribuir para a
rapida caracterizacao e identificagdo de um granddeero de isolados d& thuringiensis.

O presente trabalho foi realizado para a caraeigdz de cepas,
pertencentes ao banco Be EMBRAPA-CNPMS e que apresentaram taxas de maatddid
maiores que 75% em bioensaios carfrugiperda. Adicionalmente, estas informacdes foram
utilizadas na selecao das cepas utilizadas nagtomale genexylC e crylF.

A extracdo de DNA foi realizada com base no métpdiposto por
Bravo et al. (1998). Uma alcada de bactérias fmdferida para tubos eppendorf contendo
100 pl de agua destilada e autoclavada. Placasulunas novas, crescidas por 12 a 16 h em
estufa a 28, foram utilizadas para a retirada desta alcadaufos foram mantidos a <80
por 10 a 15 min, e em seguida as amostras forandéesr por 10 minutos. Os tubos foram
centrifugados por 5 min a 14.000 rpm, e o0 sobremadatilizado como amostra de DNA,
sendo este sobrenadante utilizado em até 48 hpbdasasextracao.

A caracterizagdo das cepas foi realizada com basd?€R utilizando
iniciadores especificos (Ceron et al. 1994, 19963 @s genesi(ylA, crylB, crylC, crylD,
crylE, crylF e crylG) que codificam para as proteinas de interessecoBgponentes da
reacao, ajustada para um volume final de 20 plLsisbram de 3 pl de solucdo de DNA, 20
mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2 mM MgGJ| 1,25 U Tag DNA polimerase; 0,125 mM
dNTPs e 2(mols de cada iniciador. A amplificacéo foi realiaaamn termociclador PTC-200
(MJ Research Inc.), com as seguintes condicdesngéifisacdo: desnaturacdo inicial a°a4
por 2 minutos, 30 ciclos de 45 por 1 minuto, 50/53/57C por 1 minutos e 72 por 1



minuto, elongac&o final a 72 por 10 minutos, mantendo a reacad@. A temperatura de
anelamento dos iniciadores variou de 50 &5d@ependendo dos pares de utilizados.

Foram avaliadas 166 cepas, onde o gendD foi o mais freqiente
(58,1%), ao passo queylC ecrylF foram os menos freqlentes nas cepas (1,8%) (Tahela
Contrariamente ao presente trabalitglAc foi 0 gene mais abundante encontrado por Gao et
al. (2008) presente em 14,7% dos isolados avalipdosestes autores. Os gereeglB e
crylE apresentaram frequéncias intermediarias de 134849, respectivamente. Dentre as
cepas avaliadas, 33 n&do amplificaram os fragmesesperados, 103 amplificaram bandas
correspondentes a presenca de apenas um geneneng@a3 e 1 apresentaram um perfil
esperado para dois, trés e quatro genes, respaetiva (Tabela 2). Os geneyl1B e crylE
foram, em geral, localizados em uma mesma cepal(@a&. Vale evidenciar que de 41 cepas
que apresentaram 100% de mortalidade &nfrugiperda, 21 apresentaram um perfil
correspondente a presenca de mais de um gste 11, 3, 1, 1 e 4 cepas apresentaram
somente o generylD, crylB, crylC, crylE, e nenhum dos genes avaliados, respectivamente
(dados nédo apresentados).

Tabela 1- Caracterizagcdo das cepasBleghuringiensis quanto a presenca
de genesry. P — presenca do fragmento de tamanho esperadoauséncia do fragmento
esperado, Bl — presenca de bandas inespecificas; f&jluéncia (percentagem) de cepas
apresentando o gene (fragmento do gene), FBI —{iérema (percentagem) de cepas
apresentando uma ou mais bandas inespecificas.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos genes cryl amplificados porciadores
especificos, presentes nas cepaB.dburingiensis utilizadas que apresentaram mais de 75%
de mortalidade nos bioensaios c8nfrugiperda.

perfil nimero de cepas perfis dos genes cry %
1 33 nenhum gene 19,88
2 1 crylAa/crylAd 0,60
3 4 crylB 2,41
4 1 crylC 0,60
5 90 crylD 54,22
6 2 crylEa/crylEb 1,20
7 1 crylFa/CrylFb 0,60
8 4 crylG 2,41
9 1 crylAb/crylAc e crylFa/CrylFb 0,60
10 2 crylAb/crylAc e crylEa/crylEb 1,20
11 2 crylAb/crylAc e crylG 1,20
12 1 crylB e crylG 0,60
13 1 crylC e crylD 0,60
14 13 crylBb e cry 1Ea/crylEb 7,83
15 5 crylD e crylEa/crylEb 3,01
16 1 crylFa/CrylFb e crylG 0,60
17 1 crylAb/crylAc, crylB e crylG 0,60
18 1 crylAa/crylAd, crylB e crylG 0,60
19 1 crylB, crylEalcrylEb e crylG 0,60
20 1 crylAb/crylAc, crylB, crylC e crylD 0,60

total 166 100,00

Iniciativas semelhantes de caracterizacdo de oedec@B thuringiensis
foram realizadas com sucesso na obtencdo de inféemaapapel ddt no ambiente e da
distribuicdo dos genaesy entre os isolados (Bravo et al. 1998, Uribe eR@03, Gao et al.
2008). Gao et al. (2008) obtiveram frequéncias arearam de 0,4 a 14,7% de cepasBtle
apresentando genesylAc e combinacdes de outros gewegl, contudo de um total de 570
isolados, 46,5% nado apresentaram produtos de a@aphb para nenhum dos gersg
avaliados. Uribe et al. (2003) encontraram 17,8%sadlados ddt oriundos da Colémbia que
também ndo amplificaram fragmentos correspondestssgenesry, enquanto os perfis
observados variaram de 1 a mais de cinco gawyeasom frequéncias que variaram de 11,67 a
0,56% entre as cepas avaliadas. Interessante éoaguaior freqliéncia foi observada para
cepas contendo os gereeglAa, crylAb, crylAc ecrylB (Uribe et al. 2003).

Com base nas sequéncias disponiveis no banco de National Center for
Biotechnology Information (NCBI), novos iniciadorésram sintetizados no intuito de se
clonar genesrylC e crylF, a serem utilizados na transformacdo genética ileo.mO
desenho dos iniciadores foi realizado observanqoéeias conservadas no alinhamento dos
genes préximas ao inicio (ATG) e ao final dos ggfi@sG ou TAA). Adicionalmente, um
sitio de restricdo da enzima Bam HI foi adicionadextremidade 5 dos iniciadores. Os
ciclos do programa para a amplificacdo do genenfoatierados para as seguintes etapas:
desnaturagdo a 9@ por 45 segundos, anelamento &5@or 45 segundos, e extens&o 372
por 4 minutos. Para as reacgoes visando a clonagsrgeahes foi utilizada a enzima Platinum
Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen).

As bandas amplificadas que estavam de acordo ctemanho esperado
(aproximadamente 3.500 pb) foram purificadas docgeh o kit “QIAquick Gel Extraction



Kit“ (Qiagen, Valencia, CA) e sequenciados com“Big Dye Terminator v3.1" (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), clonadas em wéi®PO TA Cloning® pCR 2.1) e
transformadas em células competentes. Foram obtimlégias contendo clones dos genes
crylF, crylCa e crylCh, para duas das cepas utilizadas. O plasmideonomte fragmento
correspondente aos genesy foi extraido, e as amostras de DNA submetidas a
sequenciamento no sequenciador ABI3100 (Appliedytems). A qualidade das sequiéncias
avaliada pelo programa Segman 3.57 (DNAstar, Madi¥dl) e as sequéncias analisadas
com o0 programa BLAST - Basic Local Alignment Searchrlool
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.ggiselecionando o programa nucleotide blast, e
alinhadas pelo programa ClustalW.

O sequénciamento das extremidades 5 e 3’, e agéaddos fragmentos
obtidos, permitiram a confirmacdo da identidade geses (Figuras 1 e 2). Algumas das
sequéncias amplificadas com os iniciadores patareag@em do gene inteiro, obtidas a partir
de cepas que apresentaram bandas inespecificagraetecizacdo (Figura 3), também
amplificaram fragmentos de tamanho esperado pamgeonsscrylC (Figura 4) ecrylF, e
apresentaram similaridade com outros gemngs. Isto sugere a possibilidade da presenca de
outros genes similares com tamanhos diferentes, @andicées de temperatura que tenham
permitido um pareamento parcial dos inciadores @ifioacédo dos fragmentos.
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Figura 1 — Comparacdo da sequéncia 5 da banda amplificada os
iniciadores desenhados com base nas sequénciamasoao inicio do gene (ATG) para o
genecrylF, cepa 3926, utilizando o programa Nucleotide Blast

Outros possiveis genaesylCa foram amplificados para a cepa 1644, e
crylCa para as cepas BTX e 3926, porém, néo foi obtidesso na clonagem destes genes
e/ou na transformacgdo em células competentes. asdae realizadas para amplificar o gene
inteiro com as cepas que apresentaram 100% de lisadie das lagartas, porém, que néo
amplificaram o fragmento esperado para os respectjenes, também ndo amplificaram o
fragmento correspondente aos genrgsC ecrylF.

O inicio dos genes foi clonado corretamente condoexemplificado para o
genecrylF ecrylC, contudo, apesar das seqiéncias serem similasegeaes disponiveis no
banco de dados, o alinhamento nos permitiu veriicialta de uma porcao da extemidade 5’
para os genes clonados. Ainda assim, o alinhandatseqliéncia consenso com 0s genes
disponiveis, comparagdo com as informa¢cfes do bdacdados (Figura 1) e a traducédo
destas sequéncias (Figura 2) nos sugerem que @éns@ép clonadas se tratam dos genes
crylC ecrylF de interesse.

A clonagem dos genesy a partir de outras cepas Be o sequenciamento
das sequéncias obtidas, e a construgédo dos velmmegiressao estdo em andamento visando
a obtencéo de genes, ou fragmentos destes, a géligados na transformacdo genética de
milho.
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Sequences producing significant alignmencs: (Bite) Value
g |AAF37224.1|AF215647 1 toxin CryiCab [Bacillus thuringiensis] 247 2e=084
gb |AAMODZ264.1|AF362020 1 insecticidal protein CrylCa [Bacillu... 347 2e=9¢
gb | ARXS53084,1| 4insecticidal crystal protein CrylC [Bacillus t... 347 2m=-54
emb |CAR654857,.1] delta-endotoxin [Bacillus thuringieansis] 347 2e-84
gblARR22343.1| cryIC(b) _o4T 2a-504
sp |POASTE|CRICA BRCTA Pescicidal crystal protain crylCa (In=e,.. _347 Ze-04
gb|AARI4533.1] CrylC [Chloroplast tranaformation vector pN-IC... _347 3e-04
amb ICARS1951.1] wunnamed protein product [Bacillus thuringiensis] 346 Se-94
pir||JC7140 protoxin — Bacillus thuringiensis _S8¢6 Sm-54
emby |[CARETEST.1] delva-sandotoxin [synthetic construct] _S46 qp-084
ap | PORSTS ICRICA BACTE Pesticidal crystal protein crylCa (Inse... _345 Se-04
ap | PEE953 ICRICE BRCIG Peasticidal crvactal procvein crvilCh (Inse... 322 gm=-87

Figura 2 — Traducéo do fragmento consenso 5 do ganp&éC (oriundo da cepa 1644) e
comparacao com o banco de dados.
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Figura 3 — Gel de agarose apresentando o padrdo eletiotoréiferentes cepas de.
thuringiensis (cepas numeradas de 1 a 23 correspondem respeetit@as cepas 1644, 1944,
1945, 1946, 1948, 1953, 1954, 1956, 1974, 19801,2D852, 2054, 2060, 2884, 2885, 2886,
2887, 2902, 2915, 2952, 3307, e 3743) em reac@amdo amplificar um fragmento do gene
crylC. 50 bp — marcador de peso molecular 50bp DNA laddbservar o controle positivo
com um fragmento com 130 pb e outros fragmentapierficos amplificados.
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Figura 4 — Gel de agarose apresentando a amplificacdortecggl Ca em reacocrylCaF
manual e crylCaR manual utilizando Platinum Taq DddAmerase High Fidelity para as
cepas que apresentaram amplificacdes inespegiticaso generylC (1745, 1756, 1825 e
1924). 1Kb — marcador de peso molecular.
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