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RESUMO 

 

TOZZI, J.P.L. Degradação da proteína Cry1Ac de Bacillus thuringiensis por bactérias de 
solo de cultura do algodão transgênico e convencional (Gossypium hirsutum). 2009. 69 f. 
Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) - Programa de Pós-Graduação Interunidades em 
Biotecnologia USP/Instituto Butantan/IPT, Universidade de São de Paulo, São Paulo, 2009. 
 

Bacillus thuringiensis (Bt), é uma bactéria utilizada como biopesticida, com 
capacidade de esporular e formar cristais protéicos contendo a proteína 
Cry1Ac, tóxica a larvas de lepidópteros. As plantas geneticamente modificadas 
para resistência a insetos expressam essa mesma toxina. O objetivo deste 
trabalho foi o isolamento e identificação de bactérias do solo e da rizosfera 
presentes na cultura de algodão transgênico e não transgênico com potencial 
ação biodegradadora da proteína Cry1Ac. Para tais bactérias foram estudadas 
a dinâmica de seu crescimento em meios enriquecidos com a proteína Cry1Ac 
ou glucose, a detecção da possível biodegradação, e a presença de três tipos 
de genes (apr, npr e sub) geralmente indicados como responsáveis pela 
produção de proteases. Em solo de algodoeiro convencional e na região 
rizosférica dessas mesmas plantas, as médias foram de 4,24x105 e 5,15x105 
UFCs de bactérias/g de solo respectivamente; para algodão transgênico as 
médias foram 6,21x108 UFCs/g de solo rizosférico e 4x106 UFCs/g no solo não 
rizosférico. Nos estudos preliminares de potencial de biodegradação da 
proteína Cry1Ac seis bactérias se destacaram e foram identificadas: 
Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis 
canadensis, Bacillus pumilus, Sphingobacterium multivorum, Gordonia 
rubripertincta. A taxa de crescimento da bactéria B. pumilus foi maior em meio 
contendo a proteína Cry1Ac que com glucose sendo que a bactéria G. 
rubripertincta em meio de cultivo mineral contendo glucose teve uma taxa de 
crescimento maior do que contendo a proteína Cry1Ac. Foi verificada a 
biodegradação da proteína Cry1Ac pelas bactérias B. pumilus e G. 
rubripertincta durante o cultivo em meio mínimo mineral contendo a proteína 
Cry1Ac por meio de gel SDS-PAGE e seqüenciamento por espectrometria de 
massas. Os genes responsáveis pela expressão das proteases extracelulares 
apr e sub foram detectados em solo cultivado com planta transgênica 
divergindo do gene npr que não foi detectado em solo cultivado com o algodão 
transgênico e também com o convencional, apenas em DNA da bactéria 
Bacillus pumilus que foi usado como controle positivo.  
 
 
Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Bacillus pumilus. Proteína Cry1Ac. 
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ABSTRAT 

 

 

TOZZI, J.P.L. Degradation of Cry1Ac protein from Bacillus thuringiensis by soil bacteria 
from transgenic and conventional cotton (Gossypium hirsutum) culture. 2009. 69 p. 
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Bacillus thuringiensis (Bt) is a bacterium used as a biopesticide with the ability 
to form crystals of the Cry1Ac protein, which is toxic to larvae of Lepidoptera. 
Genetically modified plants resistant against insects express this toxin, which is 
also released in the rhizosphere and soil. This study aimed the isolation and 
identification of bacteria from transgenic cotton soil and rhizosphere which are 
able biodegrade the Cry1Ac protein. Also, the dynamics of growth of these 
bacteria were evaluated in enriched media with the Cry1Ac protein or glucose. 
Moreover, the detection of the genes involved with the toxin degradation (the 
proteases codifying-genes apr, npr and sub) was made in soils samples from 
distinct cultivation fields. Results have first shown the distinct density of 
culturable bacteria in soil and rhizosphere of transgenic plants, with values of 
4.24 x105 and 5.15 x105 CFU of bacteria / g of soil and rhizosphere, 
respectively. Also, a higher density was found in transgenic plants, 4x106 CFU / 
g and 6.21 x108 CFU / g of soil and rhizosphere, respectively. From these 
bacteria, six isolates were selected due to the ability in degrading the Cry1Ac 
protein, identified as Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus megaterium, Bacillus 
thuringiensis canadensis, Bacillus pumilus, Sphingobacterium multivorum, 
Gordonia rubripertincta. It was verified the degradation of the Cry1Ac protein by 
the bacteria B. pumilus and G. rubripertincta during cultivation in minimal 
medium containing mineral protein Cry1Ac. The rate of growth of B. pumilus 
was higher in medium containing the Cry1Ac protein than with glucose and the 
bacteria G. rubripertincta in culture mineral medium containing glucose had a 
growth rate higher than that containing the Cry1Ac protein. It was verified 
Cry1Ac protein degradation by the bacteria B. pumilus and G. rubripertincta 
during cultivation in minimal medium containing Cry1Ac protein by SDS-PAGE 
gel and sequencing by mass spectrometry. Furthermore, the detection of 
protease genes has revealed the presence of the genes apr and sub were 
detected in these two bacteria and in soils planted with transgenic plants, while 
the gene the npr gene that was not detected in any soil, but in DNA from B. 
pumilus. These results show a first insight in the bacteria responsible for the Bt 
toxin degradation in soils. 
 
Keywords: Bacillus thuringiensis. Bacillus pumilus. Cry1Ac protein. Transgenic 
cotton. Biodegradation. 



 

 INTRODUÇÃO 

 
 

As pesquisas e o desenvolvimento tecnológico são e continuarão 

sendo requisitos básicos para o aumento da produtividade agrícola e a melhora 

da qualidade dos alimentos. Tal avanço permite que seja atendida a demanda 

mundial por alimentos. Dentre as inúmeras transformações de processos, 

ressaltam-se as associadas à área de melhoramento de plantas para o 

aumento qualitativo e quantitativo da produção mundial. Atualmente, pode-se 

recorrer às técnicas de engenharia genética, especialmente na sua vertente da 

transgenia, que compreendem operações com objetivo de modificação e 

transferência de genes entre diferentes organismos.  

Uma planta transgênica é aquela que possui genes que 

originalmente não constituem seu genoma e foram desenvolvidas para 

apresentar novas características de interesse, como, por exemplo, a soja 

tolerante a determinados herbicidas. É o caso também das plantas com 

características de resistência a insetos-praga.  

Atualmente as plantas transgênicas resistentes a insetos expressam 

genes derivados da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt). A bactéria Bt pertence a 

uma linhagem bacteriana formadora de esporos quando sob condições de 

estresse, como ausência de nutrientes ou acúmulo de metabólitos indesejáveis, 

e que produz, durante esse processo, inclusões cristalinas responsáveis pela 

atividade tóxica contra alguns insetos. Essas inclusões são de natureza 

protéica e são denominadas “proteína Cry”. Tal cristal protéico, quando ingerido 

por determinadas lagartas, é solubilizado pelo pH alcalino (pH 9,5) do seu trato 

intestinal e clivado pelas proteases intestinais, transformando-se em peptídeos 

de menor tamanho que se ligam a receptores específicos do epitélio e iniciam 

um processo de lise tecidual, que leva o inseto a morte. Estas toxinas são 

codificadas por genes cry e sua toxicidade está ligada à região N-terminal das 

cadeias polipeptídicas, enquanto a porção C-terminal determina a forma da 

estrutura do cristal.  

Dentre as maiores culturas geneticamente modificadas para 

resistência a insetos comercializadas no mundo estão o algodão, a soja, o 



milho e a canola. Como vantagens do uso de plantas transgênicas Bt, são 

comumente citadas: possível independência do controle das pragas em relação 

ao clima seja chuvoso para aplicações terrestres ou com presença de ventos 

para a aplicação aérea; proteção das partes das plantas que são difíceis de 

serem atingidas com as aplicações de inseticidas químicos ou biológicos; e 

uma alternativa para os produtores, diminuindo gastos excessivos com 

inseticidas químicos podendo ser uma vertente mais viável economicamente. 

Apesar dos benefícios, existem possíveis riscos relativos das plantas 

Bt para com o meio ambiente. Dentre estes, os principais são: a seleção de 

populações de insetos resistentes às proteínas Cry; ocorrência de fluxo gênico 

para parentes silvestres dessas plantas levando a possível alteração de 

genótipo; impactos negativos ou positivos das proteínas Cry sobre as espécies 

não alvo e efeitos adversos no ecossistema e nas comunidades bióticas. Existe 

a possibilidade da proteína Cry, que é exsudada pelas raízes, ser depositada 

ou acumulada no solo, podendo assim vir a causar alguma alteração na biota 

do solo. 

Como no desenvolvimento de qualquer nova tecnologia, um enfoque 

cuidadoso se faz necessário também para as plantas transgênicas. Em relação 

especificamente ao risco para a biota do solo pela sua exposição à toxina 

exsudada, se torna interessante a verificação da biodegradação da proteína 

Cry, expressa em plantas transgênicas, por bactérias da comunidade do solo. 

Mais informações científicas sobre tal bioutilização permitirão uma 

melhor compreensão da dissipação e ou degradação por ação de bactérias do 

solo sobre essa proteína em culturas de plantas transgênicas que expressam o 

gene cry de Bt. 



 

CONCLUSÃO 

 

 

 1) Seis espécies de bactérias isoladas de solo proveniente do cultivo de 

algodoeiro transgênico (Bt) e convencional demonstraram potencial de 

biodegradação da proteína Cry1Ac sendo que duas delas , identificadas como 

sendo B. pumilus e G. rubripertincta foram estudadas em mais detalhes nesse 

trabalho; 

2) A bactéria B. pumilus se desenvolveu melhor do que G. rubripertincta 

em meio de cultivo mínimo mineral contendo a proteína Cry1Ac durante as 96 

horas de cultivo;  

3) O actinobactéria G. rubripertincta se desenvolveu melhor que B. 

pumilus em meio mínimo mineral contendo glucose até 48 horas de cultivo; 

4) No período total de 96 horas de crescimento o actinobactéria G. 

rubripertincta se desenvolveu melhor em meio mínimo mineral contendo 

glucose comparado com a proteína Cry1Ac; 

5) Foi confirmado o potencial de degradação da proteína Cry1Ac por B. 

pumilus e G. rubripertincta utilizando a análise de SDS-PAGE, e também que 

existe diferença no processo de degradação; 

6) A degradação da proteína pelas bactérias foi confirmada por meio da 

análise de espectrometria de massas acoplado a cromatografia liquida - HPLC, 

sendo possível a identificação da seqüência de peptídeos em que a proteína 

Cry1Ac é decomposta; 

7) As proteases dos grupos alcalino e subtilisina estão presentes na 

comunidade bacteriana indicando que essas enzimas podem estar envolvidas 

na degradação da proteína Cry1Ac no solo; 

8) A identificação dos genes apr e sub foi possível em solo de cultivo de 

plantas transgênicas. 
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