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1 - IntrodugXo

Bacillus thuringiensis ¢é uma bactéria gram-positiva que
produz inclus®es cristalinas protéicas durante o processo de
esporul agfo (Somerville,1978D.

As propriedades inseticidas desse cristal protéico tem
estimulado © seu estudo, objetivande a produg3o comerci#l do
cristal para o seu uso como agente de controle bioldgico.

Com um espectro de a¢3oco relativamente amplo, Bacillus
thuringiensis & té&xico & larvas de Lepidoptera, em particular
contra insetos pragas desta ordem, queoptera e Diptera. Outros
animals e plantas n%o sXo afetados pelo cristal téxico ¢ Whiteley
e Schnepf, 1886).

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis ¢é de especial
importancia desde que ¢ altamente téxica 4 varias espécies de
Diptera entre as quais se incluem larvas de mosquitos e
simulideos, vetores de doengas humanas como malaria e febre
amarela (De Bar jac, 1978 D. |

A perspectiva de uso do Bacillus thuringiensis subsp.
israslensts como agente de controle bioclégico desses insetos que
representam um grande problema de saldde ptblica para o terceiro
mundo, tem estimulado um consideravel interesse na caracterizagio
do seu cristal protéico.

O cristal da subspécie israelensis & constituido de trés

polipeptideos principais ( Klier e Rapoport, 1887 e a



determipacxo das atividades biolégicas de cada polipeptideo tom
sido foco de controvérsia atual.

O sucesso da construg¢Zo de bancos plasmidiais e da clonagem
do gene do cristal tém aberto a possibilidade de se determinar a
localizag8io do gene do cristal e de se obter evidéncias diretas
dos papéis bioclégicos de cada peptideoc. Atualmente a maioria dos
genes responsaveis pelos diferentes polipeptideos ja foram
clonados principalmente por grupos da Franga (Instituto Pasteur),
Inglaterra (Universidade de Cambridge) e dos Estados Unidos.
Diferentes tentativas foram efetuadas para se receber tais clones
para posterior estude e devido ao insucesso nessa tarefa
propusemo-nos a isoclar os genes responsaveis pela produ¢3o dos
diferentes polipeptideos de Bacillus thuringienstis subsp.
israelenstis.

As seguintes etapas foram efetuadas:

i - Estabelecimento de um sistema de biocensaio. Padronizag¢Xo
na criagZo e manutengfo de mosquitos C(Adedes fluviatilis) e na
formulagZo do Bacillus thuringiensis subsp. Usraelensis.

2 - Construgio de um banco plasmidial.

3 - Sele¢3o dé clones através das atividades hemolitica e
larviecida, hibridiza¢io com sonda de oligonucleotideco e anailise

imunolégica dos peptideos produzidos pelos genes clonados.



2 -~ Revis3o Bibliografica

As espécies de bactérias entomopatogénicas de maior
importancia pertencem As familias Enterobacteriaceae e
Bacillaceae. A fami{lia Bacillaceae, que concentra as bactérias
esporul antes, envolve dois genéros da maior importéancia,
Clostridiumn e Bacillus.

Conforme descrito no Bergey’s Manual (1©@74), o genéro
Bacillus cohpreende 40 aespécies. Segundo Habib e Andrade (1G86) 7
dessas espécies sXo representados por patégenos: B. cereus, B.
larvae, B. alveil, B. popilliae, B. lentimorbus, B. sphaericus e B.

thuringiensis.

2.1 - Caracteristicas gerais de Bacillus thuringiensis

2.1.1 - Classificag¢¥o e estrutura morfolégica

De acordo com Whiteley e Schnepf (18883, B. thuringiensis fol
primeiramente isoclada em 1801 por Ishiwata que identificou um
bacilo patogénico de Bombyx morit, dando-lhe © nome de B. sotto,
atualmente classificado como B. thuringiensis subsp. sotto. O nome
Bacillus thuringiensis foi dado por Berliner em 1818 quando isolou
um bacilo causador de doengas em larvas de Lepidoptera.

Virios métodos tem sido usados para classificar as centenas

de isolados de B. thuringiensis em subspécies. Além dos critérios



bioquimicos usuais, a taxonomia desse grupo tem-se baseado nas
analises sorolédgicas dos antigenos flagelares, proposta por
Bonnefol e de Barjac (1963). Até 19868 jaA eram conhecidos 22
sorotipos (¢ Whitheley et al, 16886). Norris e Burges (1863) e

Norris (1964) através de anilise eletroforética de esterases de
células vegetativas estabeleceram padr@es que correspondiam aos
grupos soroldédgicos obtidos por Bonnefoi @ de Bar jac (1083), com
exceg3io das subspécies sotto e dendrolimus. Estas subspécies sZo
sorologicamente idénticas porém pela anilise de esterases
mostraram ser diferentes. Tal fato reforgou a proposta de Norris e
Burges (18630 para o uso desse critério na taxonomia de isolados
de Bacillus thuringienstis.

As subspécies de B. thuringiensis s3o representadas por
células em forma de bastonete medindo de 1.0 a 1.2 por 3.0 a 5.0
Hm. As vezes, as células ocorrem em cadeias e movem-se,
geral mente, por flagelos. B. thuringiensis ¢é aerdébica ou
facultativamente anaerdbica dentro da faixa de 10 a 45 °C. B
gram-positiva e forma esporos elipticos e cilindricos. Uma das
caracteristicas bacteriolégicas mais tipicas de B. thuringiensis é
o desenvolvimento de um cristal protéico intracelular durante o

processo de esporula¢fo. Também denominado de &S-endotoxina, por
ser produzido dentro da célula bacteriana, o cristal protéico
detém propriedades inseticidas e seu espectro de a¢Zo varia entre
as espécies de insetos de acordo com a subspécie e variedade a

qual pertence.



Além da S-endotoxina, algumas linhagens de B. thuringienstis
produzem outras toxinas de a¢Zoc téxdica pouco definidas. Entre as
toxinas mais importantes est3xoc a S-endotoxina, f-exotoxina,
enddésporo e a- exotoxina CHabib e Andrade, 1988). A f3~exoctoxina &
téxdca para espécies de Lepidoptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Isoptera e Orthoptera. Entretanto, o efeito
teratogénico e a possivel mutagenicidade levaram A proibi¢Xo do
uso de produtos comerciais A& base de linhagens produtoras desta
substancia (Burges, 18785). Burges et al (1876) revelaram o efeito
téxico de uma proteina do enddsporo para lagartas de algumas
espécies de lepidépterocs, nestes insetos a mistura de cristais e
esporos ¢ muito mais patogénica que ﬁs cristais purificados. A
a~exotoxina exige um pH em torno de 6.6 a 7.4 para melhor atuagZfo,
sendo téxica para varias espécies de insetos C(Toumanoff, 1853D.

Conforme mencionado, Bonnefoi e de Bar jac 1683
estabeleceram a classifica¢g®o dos isoclados de B. thuringiensis
baseada na anilise do sorotipo flagelar. Krywienczyk et al
C1978,1080,10810 incrementaram a classificagfo das centenas de
isolados de B. thuringiensis através da anaAdlise sorolégica dos
antigenos do cristal protéico. De um modo geral, foi encontrada
uma correlag3o entre o sorotipo flagelar e o sorotipo do cristal.

A exceg3o a esta predominincia de um tipo de cristal em cada
grupo soroldégico fol encontrada entre isolados de B. thuringienstis
subspécie kurstakil que apresentaram crisﬂais do tipo K-1 e K-73

CKrywienczyk et al, 1878D.



Cristais sorologicamente idénticos podem ocorrer em
diferentes subspécies, como o cristal K-1 que ocorre tanto na
subspécie kurstaki como em alguns isol ados da subspécie
thuringienstis. O cristal do tipo K-1 é particularmente
interessante por conter duas toxinas distintas com ag¢Xo téxica
para lepidépteros e dipteros. Entretanto, a atividade larvicida
para dipteros nZ¥o é restrita a este tipo de cristal pois hi pelo
menos trés subspécies C(israelensis, kyushuensis e 73-G-10-2D
téxicas somente para mosquitos e cujos cristais s3do
sorologicamente distintos do tipo K-1 CArconson et al, 1Q86D.

Dul mage (1881) verificou a ocorréncia de subgrupos quanto a
toxicidade a varias espécies de insetos dentro de um mesmo
sorotipo de cristal. Este resultado indicou que as diferengas na
toxicidade das subspécies de B. thuringiensis estioc relacionadas
tanto com o sorotipo flagelar como com o sorotipo do cristal.
Esses sﬁbgrupos exemplificam também a compl exi dade e a
variabilidade dos cristais de B. thuringiensis possivelmente
resultante da evoluglio e adaptagio dos isoclados desta bactéria
dentro de uma gama de hospedeiros naturais.

A capacidade de troca de marcadores genéticos plasmidiais e
cromossomals entre subspécies de B. thuringiensis e B. cereus fol
demonstrada em alguns trabalhos e poderia estar relacionada com a
variabilidade de antigenos de cristais dentro dos sorotipos
flagelares ( Gonzales e Carlton, 1982; Minnich e Aronson, 1984D.

A troca de genes poderia ocorrer naturalmente entre os



isolados de B. thuringiensis conduzindo a criagfo de um novo tipo
de toxina pela presenga de dois ou mais genes diferentes da
protoxina, ou mesmo a recombinagXfo entre tais genes criando uma

nova espécie de protoxina ¢ Aronson et al, 1986D.

2.1.2 - Caracteristicas do cristal protéico

O cristal ¢ formado durante o estagio II da esporulagfio e na
maioria das subspécies de B. thuringiensis é encontrado
externamente A membrana do esporo denominada de exospédrio. Nas
subspécies téxicas a lepidopteros o peso molecular do cristal
intacto é de 230 kD e foi calculado por Holmes e Monro (1965)
através de difrag3io de raio-X. Os pesos moleculares obtidos por
Huber et al (1981) revelaram a natureza dimérica do cristal.

O cristal protéico varia quanto ao nUmero, forma e composigdo
nas diferentes subspécies. Geralmente ha um cristal por célula mas
podem ser encontrados dois ou mais (Bechtel e Bulla, 197680 e a
forma do cristal é caracteristicamente bipiramidal.

O cristal intacto n¥o tem efeito téxico e & considerado uma
protoxina. O cristal ¢ dissolvido sob as condig@es alcalinas do
intestino médio dos insetos apds a ingest3o pelas larvas. As
proteinas dissoclvidas s3o processadas por a¢¥o das proteases do
intestino resul tando em polipeptidecs menores CLecadet e
Dedonder, 18967).

Condig¢@es alcalinas C(pH acima de 8) e tampSes alcalinos



redutores podem provocar in viitro a dissolugio da protoxina em
mol éculas de tamanhos variaveis CCalabrese et al, 18802. O namero
e tamanho das proteinas do cristal dependem da linhagem de B.
thuringiensis e das condi¢Bes usadas para dissolver o cristal
C(Whiteley e Schnepf, 18886).

Nas linhagens de B. thuringiensis téxicas para lepidédpteros,
© cristal & composto de um ou varios polipeptideos cujos tamanhos
variam de 120 a 160 kD CKlier e Rapoport, 1887).

Uma estimativa média do tamanho da toxinma ativa de espécies
téxicas a lepidédpteros estad em torno de 55 a 70 kD @ seu dominio
ativo estid localizade na porg3o amino—terminal do peptideo

CAronson et al, 1086).

2.1.3 - Clonagem molecular do gene do cristal

Os 'genes do cristal protéico de B.thuringiensis est3o
localizados em plasmidios e no DNA cromossomal.

Os primeiros resultados que relacionaram a presenga de
plasmidios com a produgZo da protoxina foram obtidos por Debabov
et al (19770 e Stahly et al (1978). Segundo esses autores, a perda
da capacidade de sintetizar a protoxina em mutantes coincidia com
a perda total dos plasmidios.

Gonzalez et al (19810 estudando mutantes acristaliferos
espontaneos e mutantes obtidos por cura plasmidial evidenciaram a

relag3o entre a sintese da protoxina e a presenca de plasmidios de



alto peso molecular.

Experimentos de clonagem molecular forneceram evidéncias
diretas da localizag3o dos genes da protoxina em plasmidios de
varios tamanhos. O primeiro gene da protoxina clonado foi da
subspécie kurstaki, JA4 comercializado como o© bioinseticida,
HD-1-Dipel (¢ Schenepf et al, 1881).

Klier et al (1982> clonaram dois genes da protoxina da
subspécie thuringiensis berliner 1715 sendo um deles localizado no
Cromossomo,

A partir desses trabalhos pioneiros com o HD-1 (Dipeld e a
subspécie berliner, diferentes grupos de pesquisa tém trabalhado
na localizag%o dos genes da protoxina das varias subspécies de B,
thuringiensis. Recentemente, foi clonado um gene da protoxina de
B. thuringiensis subspécie tenebrionis com ag¢gXo téxica para
col eépteros (McPherson et al, 1988). Os cristais desta subspdécie
s¥o constituidos de cinco proteinas distintas. Anailise da
sequéncia de aminoidcidos revelou a presenga de dois cdéddons de
iniciag¥o indicando que as diferentes proteinas podem ser
codificadas por diferentes sequéncias do gene clonado ou podem ser
resultantes da agio proteolitica de um uUnico produto génico
primario.

Kronstad e Whiteley (1986) definiram trés classes de genes do
cristal presentes na linhagem HD-1 da subspécie kurstaki. Hdéfte et
al (19860 comparando as sequéncias de DNA dos genes de cada uma

dessas classes concluiram que as regi®es da extremidade 5 até o



céddon 282 e do cddon 724 até o codén de finaliza¢Zo sTo homdlogas

entre as trés classes de genes, porém na regifo central ha

diferencas consideriveis. Entretanto, contfariando estes

resul tados, Geiser et al 19860 detectaram, através de

experimentos de hibridiza¢3o, uma homologia consideravel na regi3o

central das trés classes de genes propostas por Kronstad e
Whiteley (1086D.

Mais recentemente, Visser et al (1888) isoclaram cinco genes
diferentes do cristal da subspécie entomocidus pertencendo a
quatro famf{lias génicas com espectro de ag¢io distinto entre os
lepidSpteros. Este resultado sugere que a multiplicidade de genes
do c¢ristal pode determinar a especifidade da ag3o téxica a
lepidépteros dentro das linhagens de B. thuringiensts.

Posteriormente, Visser 1989 analisou 25 linhagens
diferentes através de experimentos de hibridizag¢%¥o com sequéncias
nucleotidicas dos quatro tipos de genes clonados da espécie
entomocidus (Visser et al, 1988). Nem todas as linhagens mostraram
a presenca de sequéncias relaclionadas com os quatro tipos de genes
usados como sonda indicando que outros genes podem ainda ser
encontrados.

Lereclus et al C10983) encontraram uma sequéncia de DNA comum
a varios genes do cristal do cristal protéico.0O mapeamento e
microscopia elétrénica detalhados revelaram que esta sequéncia
denominada Th, estava organizada estruturalmente de forma

semelhante a um elemento de insergSio (IS>. A sequéncia Th foi

10



designada e caracterizada por Lereclus et al ((1986) como o
transposon Tn 4430.

O arranjo das sequéncias repetidas e invertidas (IR e a
evidéncia da transposigfo da sequéncia Th em varios plasmidios
sugere que o gene do cristal pode sofrer transposigio. Tal
mecanismo poderia explicar a dispersio dos genes do cristal
encontrada em diferentes plasmidios das subspécies de B.
thuringiensis e no préprio DNA cromossomal. A ocorréncia desse
mecanismo explicaria também a diversidade dos produtos génicos do
gene do cristal encontrada nesta espécie através de eventos de
recombina¢3o possivelmente envolvendo grandes segmentos de DNA

CWhiteley e Schnepf, 1886).

2.2 - Caracteristicas Gerais de Bacillus thuringiensis

—

subsp. {israelensis

2.2.1 - Caracterizag¢fio do cristal protéico

2.2.1.1 - Composi¢3c e estrutura

B. thuringiensis subsp. israelensis fol isoclada por Goldberg
e Margalit (19770 e descrita como sendo do sorotipo H-14. O seu
cristal proteico ¢é téxico a muitas espécies de mosquitos e
simulideos, sendo indécuoc para larvas de lepidoptera (Tyrell et al,

19785.
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Este patégeno produz geralmente de duas a quatro inclusSes
cristalinas por célula podendo ser ovais ou de forma indefinida
C(Mikkola et al, 1882). Os cristais de B. thuringiensis subsp.
israelensis s3o compostos de trés polipeptideocs principais de 28,
68 e 130 kD (Klier e Rapoport, 1887).

Lee et al C19850 Amost,raram que os cristais de B.
thuringiensis subsp. israelensis variam de acordo com o tamanho,
mor fologia e composi¢io protéica durante o processo de
esporulag¢3o. Inicialmente aparecem cristais menores e através de
experimentos de incorporagfoc de aminocidcidos marcados com c'*, os
autores demonstraram que as diferentes proteinas v3o sendo
sintetizadas e incorporadas aos distintos cristais protéicos por
etapas durante todo o processo de esporulagfo.

Os cristais solubilizados do B. thuringienstis subsp.
israelensis s3o citoliticos a células em culturas de dipteros,
1epid6pt§ros e mamiferos e possuem ainda atividade f\emolitica
CThomas e Ellar, 1983 b). Entretanto, a identifica¢iZoc dos peptideos
téxicos responsiveis por esses varios efeitos tem sido foco de
trabalhos conflitantes (Whiteley e Schnepf, 1686).

Os primeiros ‘trabalhos que visavam a elucidagio dos papéis
bioclégicos de cada peptideoc foram feitos através da purifica¢3o
dos cristais, isolamento dos principais polipeptideos através de
metddos bioquimicos e o teste das distintas atividades bioldégicas
tn vitro e in vivo.

Yamamoto et al (19830 analisaram a composi¢Zo protéica dos
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cristais de varios mutantes da subspécie israelensis e
encontraram a perda da atividade larvicida associada com a perda
da proteina de 28 kD. Bicensaios com a fra¢3o purificada de 28 kD
e seu derivado de 25 kD confirmaram a correlag¢3o acima.

Davidson e Yamamoto (19840 demonstraram que o polipeptidec de
25 kD resultante da digestXo por proteases do peptideo de 28 kD
apresenta as atividades larvicida; citolitica @ hemolitica.

Armstrong et al (1988) encontraram todos os efeitos tLéxicos
do cristal da subspécie israelensis reunidos em dolis peptideocs de
tamanho aproximado de 285 kD. Esses polipeptideos diferem na
presen¢a de dois aminocdcidos na extremidade amino-terminal e s3o
resultantes da quebra proteclitica da protéina de 28 kD.

Contrariamente a estes resultados acima, Hurley et al (198%5)
demonstraram que as atividades larvicida e citolitica in wvwitro da

subspécie israelensis pédem ser desempenhadas por duas proteinas
distintas de 65 e 28 kD, respectivamente.

Lee et al (198850 demonstraram que a toxicidade a larvas de
mosquitos estad relacionada a presenga do peptideo de 65 kD.

Um efeito siﬁgrgistico na atividade larvicida das protefinas
de 26 e 65 kD da subspécie israelensis fol revelado por Wu e Chang
(19883, As proteinas de 28 e 65 kD isocladas, mesmo em alta
concentra¢fo, apresentaram fraca atividade larvicida, enquanto que
ambas presentes em baixa concentrag8o exibiram alta atividade
larvicida. Efeitos sinergisticos também foram observados entre

proteinas de 26 e 130 kD. Wu e Chang (1988) acreditam que a
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atividade larvicida atribuida A proteina de 65 kD por Hurley et al
(1085 deve ser devido ao efeito sinergistico causado por
problemas de contaminag¥®o com a proteina de 26 kD pois no pH
neutro utilizado por estes autores para separar a protefina de 85
kD, ocorre associa¢qo dessas duas proteinas.

Ibarra e Federeci (19882 determinaram a ultraestrutura do
cristal protéico de uma linhagem de B. thuringiensis subsp.
israelensis e verificaram a presen¢a de trés tipos de inclus3o,
todos eles envoltos por membrana e variando quanto ac tamanho,
forma e densidade eletrénica. Inclus¥Bes poliédricas foram isocladas
por gradiente de densidade e anAlise em lgel de poliacrilamida
mostrou que estas inclusBes s3o constituidas do polipeptideo de 65
kD. Biocensaios e analise eletroforética do perfil protéico dessas
inclusBes durante diferentes estiagios de purificagio demonstraram
uma correla¢gio positiva entre a toxicidade da prepara¢loc @ o grau
de contaﬁinagﬁo com a proteina de 28 kD. A toxicidade do peptideoc
de 65 kD isolado é muito menor que do cristal intacto e os autores
concluiram que esta proteina nZo é o principal peptideo larvicida
embora possa ocorrer um efeito sinergistico c¢com os outros
peptideocs. ‘

Usando anticorpos monoclonais do peptidec de 28 kD contra o
cristal solubilizado da subspécie israelensis, Held et al (1986D
conseguiram remover a frag¢fo correspondente a esta proteina da
coluna de cromotografia. O peptideo de 28 kD removido apresentou

atividade hemolitica e a frag%o do cristal sem o peptideo de 28 kD
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elufida da coluna demonstrou reter a toxicidade a larvas.

Chilcott e Ellar (1888) purificafam os peptideos de 130, 685,
53, 30-356, 28 e 25 kD do cristal de B. thuringiensis subsp.
israelensis e todos revelaram ser téxicos a larvas de dipteros
quando precipitados em citrato (pH 4,9 mas o polipeptidec de &85
kD fei o mais téxico.b Os autores encontraram um efeito
sinergistico na atividade téxica dos peptideos de 27 e 130 kD e
n3o entre o de 27 e 65 kD descrito por Wu e Chang (1985). Todos os
peptideos purificados mostraram atividade citolitica.

O que parece ser consensc hos trabalhos é a atribuigio da
atividade hemolitica ao polipeptideo de 28 kD mas a identificag¢lo

do polipeptideoc larvicida é ainda sujeita a controvérsias. Essa
questfo é complicada pela prépria heterogeneidade de polipeptideocs
do cristal da subspécie israelensis como pela variedade de
técnicas usadas para purificar os diferentes polipeptideos.

Os frabalhos de clonagem molecular do gene do cristal vieram

posteriormente tentar contribuir para a resoclu¢io dessa questZo.

2.2.1.2 - Modo de ag¥o da toxina

O estudo do modoe de a¢3o do cristal protéico de B.
thuringiensis é& complicado por varios fatores: 1 - o ntmero de
subspécies de patdgenos e hospedeiros susceptiveis; 2 - a produg3o
de mais de uma toxina pela bactéria; 3 - a possivel interacZo de

esporos e cristais na ltoxicidade em algumas larvas; 4 - as

15



evidénc;as de que as toxinas poderiam agir em varios sitios nos
hospedeiros a elas susceptiveis.

Jaquet et al (19870 acreditam que a toxicidade dos cristais
de B. thuringiensis a diferentes espécies de insetos é
influenciada basicamente por trés fatores: 1 - a origem da toxina,
ou seja, a linhagem a qual pertence; 2 - a capacidade do inseto de
dissolver o cristal pela presenca de pH e proteases apropriados; 3
~ a susceptibilidade intrinseca do inseto a determinadas toxinas
pela presenga de células alvo com receptores especificos aos
diferentes tipos de cristais.

Segundo Habib e Andrade (1986), as proteases seriam, entre
outros fatores, responsidveis pela determinagioco do nivel de
susceptibilidade do inseto uma vez que as proteases e o grau de
hidrélise do cristal promovidos por elas variam de uma espécie de
inseto para outra em fungqFo do h&bito alimentar e condigfes
f{isico-quimicas da luz intestinal.

Nas espécies de insetos nas quais o modo de a¢io da toxina do
sorotipo H-14 tem sido estudado, os esporos n3Fo desempenham papel
importante na toxicidade A larvas (Burges, 1882).

Pfannenstiel eL al 19870 mostraram que os cristais da
subspécie israelensis contém uma frag3o de aminocagucares os quais
est&o covalentemente ligados aos principais peptideos
constituintes do cristal. Muthukumar e Nickerson €187
demonstraram que esses aminocagucares tem um signicado funcional na

atividade larvicida do cristal. A toxicidade do cristal &4 larvas
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diminui no tratamento com substincias que afetam a estrutura e
propriedades dos aminocagitcares do cristal, como periodato e o
antibiético tunicamicina. Resultados obtidos por Muthukumar e
Nickerson (18987) sugerem que a toxina da subspécie israelensis
liga-se a um receptor semelhante a lecitina no trato digestivo das
larvas de mosquito.

PadrBes de ligagZo a lecitinas distintas exibidos pelos
cristais ativos em dipteros e lepiddpteros sugerem que a
especificidade de B. thuringiensis é determinada, entre outros
fatores, pela porgZo de carboidratos das glicoprotefinas do cristal
CMuthukumar e Nickerson, 1887).

Thomas e Ellar (1883 ad) propSem um modeloc para a atuag¢gfo do
peptidec de 28 kD baaseado no efeito citolitico do cristal. A
toxina se ligaria a lipidios especificos da membrana plasmatica
causando um desarranjo ' na camada lipidica, resultando no
rompiment.§ da membrana plasmatica. Tal modelo foi confirmado
através de experimentos conduzidos in vitro com cultura de Adedes
albopictus.

Chilcott et al (198830 demonstraram que a toxicidade dos
cristais da subspéc;ie israelensis pode estar relacionada com a
atividade proteclitica de proteases endégenas do cristal. Usando o
cristal como seu préprio substrato, os a |
encontrado no intestino médio de mosquitos e simulideos e que as

condi¢Bes que inativam a atividade proteolitica do cristal reduzem

a toxicidade do mesmo. Este resultado pode ter um significado
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bioldégico pois as proteases endégenas do cristal poderiam ser
ativadas no intestino das larvas.

Habib (19082) detectou varias alterag@es em orgXos e tecidos
de larvas de Culex dqclarator infectadas por B. thuringiensis
subsp. israelensis. Apds a ingest¥o do cristal, a camada epitelial
afasta-se da membrana basal e da musculatura intestinal. Ocorre
desintegragic das microvilosidades e das paredes celulares.
DegeneragXo das células nervosas e relaxamento da musculatura
esquelética também foram observadas. As alterag®es no sistema
nervose e  muscular explicariam, segundo Habib C1982>, a
incapacidade das larvas em manterem-se na superficie da Aagua
acabando por afundar e morrerem por asfixia.

A avaliag¢XZo . da patogenicidade das linhagens de
B. thuringiensis subsp. israelensis é& feita através de biocensaios.
A quantifica¢¥o do inéculo dos bicensaios geralmente & efetuada
através Aa contagem do numero de esporos viAveis ou dos parametros
L.Cso Cconcentrag®o que provoca B0% de mortalidade na popul ag3o
tested o 1..'1'50 Ctempeo em que ocorre B0% de mortalidade na popul agXo
tested C(Habib e Andrade, 1088). Para a padroniza¢Xo dos biocensaios
fol depositado no fnstituto Pasteur a linhagem IPS 78 da subspécie
tsraelensis com um titulo arbitrario de 1000 Ul (CUnidade
Internacional) por mg de peso seco do inéculo para larvas de
A. aegypti CHabib, 1986). As mortalidades larvais das preparagdes
devem ser comparadas com o padrZ%o IPS 78 através da férmula de

Mechalas e Anderson C1964D:
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Lcsd do padr3o x 1000
Titulo da prepara¢fo CUID = &
50

da preparagao

2.2.2 - Clonagem molecul ar do gene do cristal

O perfil plasmidial de B. thuringiensis subsp. israelensis
varia conforme a linhagem e a técnica de extra¢Xo empregadas. De
acordo com diversos trabalhos, a subspécie israelensis pode conter
trés (Faust et al, 1983), cinco (Lereclus et al, 1982), sete
C(Kamdar e Jayaraman, 1983), ocito (Gonzalez e Carlton, 1982) e nove
pPlasmidios C(Ward e Ellar, 1983D.

Ward e Ellar (1983) e Gonzalez e Carlton €1982) através de
cura plasmidial e transferéncia de plasmidios em vArias linhagens
de B. thuringiensis éubsp. israelensis concluiram que a sintese do
cristal protéico est4 associada com a presenga de um plasmidic de
72-78 Md, o que equivale ;proximadamente a 110 kb.

Com o advento das técnicas de bioclogia molecular, os
trabalhos com clonagem do gene do cristal da subspécie israelensis
foram se sucedendo na tentativa de localizar o gene do cristal e
estabel ecer as atividades bioclégicas dos produtos génicos
clonados, uma vez que a clonagem dos genes dos peptideocs
isoladamente permitiria a resolugZo da controvertida atribuicfo
das atividades hemolitica e larvicida na auséncia de outros
peptideocs. Dos trés principais polipeptidecs de B. thuringiensis
subsp. tisraelensis , os polipeptideocs de 28 e 130 kD tém sido os

mais estudados pelas pesquisas com bioclogia molecular.
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Ward et al (19840 clonaram o gene do cristal de B.
thuringiensis subsp. israelensis a partir de fragmentos do
plasmidio de 72-78 Md inseridos no plasmidio vetor pUC 12. O
plasmidio recombinante, PIP 173, quando introduzide em E. coli
produziu um peptideoc de 26 kD com atividade téxica para larvas de
mosquito e citolitica para cultura de células de mosquito in
vitro.

MclLean e Whiteley (19870 através de clonagem do DNA
plasmidial da subspécie israelensis no plasmidio vetor pUC g,
conseguiram isolar um plasmidio recombinante que codificava para o
peptideo de 27 kD. Este peptidec foi hemolitico para eritrécitos
humanos e téxico para larvas de mosquitos.

Estes trabalhos de clonagem do gene do peptideo de 26-27 kD
atribuem a este peptideo as atividades larvicida, hemolitica e
citolitica do c¢ristal e corroboram os resultados obtidos por
Davidson. e Yamamoto (18840 e Armstrong et al (18830 através do
teste das atividades biocléglicas dos peptideos isclados por métodos
bioquimicos. Entretanto, Hux;ley et al C1088B) e Lee et al (1986
detectaram auséncia de atividade larvicida nas prepara¢Bes do
peptideo de 27 kD 'depois da solubiliza¢Zo do cristal em Aalcali.
Entretanto, Ward et al (19868) observaram que a atividade larvicida
do peptideoc de 27 kD estava prosente_ quando se utilizava a
proteina nativa produzida por células recombinantes de B. subtilis
porém a solubilizag¢®o alcalina eliminava a atividade larvicida do

peptideo ficando apenas a hemolitica. Isto poderia explicar os
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resultados obtidos por Hurley et al (168850 e Lee et al (1085).

Bourgouin et al (10868) clonaram os genes das proteinas de 28
kD e de 130 kD e duas sequéncias codificadoras de proteinas a
partir do plasmidio de 72 MDa da subspécie israelensis. Clones
recombinantes de E. coli contendo © peptidec de 130 kD foram
altamente téxicos A larvas de mosquito enquanto clones
recombinantes de B. subtilis contendo o peptideo de 28 kD foram
somente hemoliticos para eritrécitos de carneiros. Posteriormente,
Delecluse et al (1088) mostraram que ocorre um efeito sinergistico
entre o peptidec de 130 kD @ o produto de uma das sequéncias
codificadoras clonadas por Bourgouin et al (1986) para a ag#o
téxica contra larvas de Culex pipiens. Para outras espécies de
insetos testadas somente o peptideo de 130 kD foi responsavel pela
atividade larvicida. Um fragmento de 685 kD correspondente a regi3o
amino-terminal da proteiné de 130 kD mostrou-se suficiente para
produzir o efeito téxico nestas espécies.

Sekar e Carlton (19880, usando o plasmidio purificado de 78
MD de B. thuringiensis subsp. israelensis, clonaram o gene do
cristal em um plasmidio bifuncional. Células de B. megaterium
contendo o plasmidio recombinante produziram inclusBes cristalinas
com atividade téxica para larvas de mosquito. Num trabalho
posterior, Sekar (18868) demonstrou através de estudos imunocldégicos
e bioquimicos que o produto génico clonado era apenas o peptideo
de 130 kD e que esta é a proteina responsavel pela atividade

larvicida.
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A toxicidade A4 larvas de mosquitos também foi atribuida ao
peptideo de 130 kD através de trabalhos com clonagem molecular a
partir do plasmidio de 72-75 MD por Angsuthanasombat et al €1087)
e Ward e Ellar C1688).

Pao-intara et al C1088) realizaram uma série de dele¢Ses no
gene do peptideo de 130 kD clonado por Angsuthanasombat et al
(1887). Os autores mostraram que um peptideoc truncado de 72 kD,
resultante das dele¢@es do gene do peptideo de 130 kD, exibiu
toxicidade a larvas de mosquitos semelhante a protefna intacta de
130 kD.

Dois genes homélogos do peptideo de 130 kD foram clonados e
expressos em E.coli e B.subtilis @ mostraram atividade larvicida a
mosquitos (Ward e. Ellar, 1088D. Comparag¢dio das sequéncias
nucleotidicas desses dois genes indicaram que eles possuem alto
grau de homologia na regifio C-terminal mas a regifo N-terminal é
bastante. diferente (Ward e Ellar, 1988). Um desses genes
correspondeu aoc mesmo clonado por Sekar e Carlton (€1985),
Bourgouin et al C1086) e Anésuthanasombat et al €1887). O segundo
gene apresenta homologia significativa com o gene do peptideo de
72 kD clonado por—Thorne et al (10880 e com o gene clonado do
cristal da subspécie hkurstaki ativa em lepidépteros C(Schnepf et
al, 1985).

Donovan et al (1088) isolaram um gene que codifica para um
peptidec de 72 kD, a partir da clonagem molecular do plasmidio de

75 MD da subspécie israelenstis usando como probe um
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oligonucleotideo baseado na sequéncia aminoterminal da proteina de
72 kD. Células de B. megaterium contendo este gene foram altamente
téxicas a larvas de mosquitos. Através da anadlise da sequéncia de
DNA foi encontrado um segundo gene do cristal neste plasmidio
recombinante, o gene da proteina de 28 kD descrito por MclLean e
Whiteley (1887), o qual esﬂava localizado a 1.5 Kb do gene de 72
kD e em orientagfo oposta C(Donovan et al, 1G988).

Um peptidec de 58 kD téxico 4 larvas de mosquitos foi
produzido em células recombinantes de B. subtilis através da
clonagem molecular do DNA plasmidial da subspécie israelensis
CThorne et al, 1986). Porém, quando este gene clonade era
submetido a um sistema de transcrig¢Zo e tradugZo in wvitro o
polipeptidec resultante era de 72 kD. O tamanho da regiXo
codificadora de proteina revelou que o géne clonado codificava
para um peptideo de 72 kD. Estas evidéncias levaram os autores a
supdr qué o peptideo de B8 kD obtido em B. subtilis & resultado do
processamento proteclitico in vivo de um peptideo de 72 kD. Num
trabalho posterior, Garduno et al (1088) transferiram o plasmidio
recombinante obtido por Thorne et al (19688) para uma linhagem
acristalifera da su&spécie israelensis e verificaram a produgZo de
um peptideoc de 58 kD. Western-blot com anti-soro do peptideo de 58
kD produzido em B. subtilis CThorne et al, 1988) revelou que este
peptidec é acumulado na subspécie israelensis numa propor¢iIc menor
que as toxinas principais de 130, 70 e 28 kD.

Garduno et al (1988) demonstraram também que o peptideo de 58
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kD & estruturalmente relacionado com o peptideo de 130 kD e a
comparagio da sequéncia de DNA de ambos os genes revelou que estZo
separados por 2 Kb. Corroborando estes resultados, Bourgouin et al
19860 mostraram através de mapas de énzimas de restrig¢3o que o
gene do peptideo de 72 kD (Thorne et al, 1088) pode estar
localizado dentro do mesmc fragmento de restrig¢Xo do peptidec de
130 kD.

Nenhuma homologia fol encontrada entre o gene do peptideo de
72 kD clonado por Thorne et al (1986) e o gene do peptideo de
igual tamanho clonado por Donovan et al (1888D.

Tais resultados indicam que a subspécie israelensis mantém
maltiplos genes das proteinas do cristal com atividade larvicida.
Thorne et al (1986) sugerem que este fato pode ter significado
evolutive uma vez que a existéncia de genes de toxicidades
diferentes porém relacionados numa uUnica linhagem, forneceria a
bactéria l;xm maior potencial de variabilidade sem o risco de perder
a atividade patogénica. O resultado desse mecanismo evolutivo
seria o aumento do espectro de insetos susceptiveis a uma dada
linhagem de B. thuringiensis subsp. tisraelensis (Thorne et al,
1986).

A variabilidade dos genes dos peptidecs téxicos da subspécie
israelensis pode ser ainda aumentada pela possivel ocorréncia de
um mecanismo de transposigXo. Bourgouin et al (1088) clonaram o
gene do peptidec de 125 kD e demonstraram que este gene contém

dois elementos IR. Delecluse et al (1989) sequenciaram este gene e
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confirmaram a hipdtese de Bourgouin et al (1988) de que o gene do
peptidec de 125 kD poderia estar localizado dentro de um elemento

de transposigSo.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Linhagens de bactérias e plasmidios

A linhagem GR de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis foi
gentilmente cedida pelo Prof.Dr. T.Iizuka da Universidade de
Hokkaido, JapZXo.

As linhagens de Escherichia coli utilizadas foram gentilmente
cedidas pelo Prof.Dr. Spartaco Astolfi Filho da Universidade de
Brasilia: JM101-supE, thi, F', tra D38, pro AB, lac qu. ZAMM15;
TG1 -AClac™ prod, supE, thi, hsd DS, F’',tra D36, pro AB, lac Iq,
lac ZAM1S.

O plasmidio usado como vetor de clonagem foi o puUCB (Vieira e
Messing, 19082), cujo esquema se encontra na figura 1. Possui marca
de resisténcia ao antibiético ampicilina e o gene estrutural lac 2Z
que codif;ica para a enzima f3-galactosidase. Contém um fragmento de
poli-linker com vArios sitios unicos para enzimas de restri¢3o

inserido no gene lac 2.
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Figura 1 - RepresentagcZo esquemidtica do plasmidio pUCS
(Vieira e Messing, 1682)
ori - origem de replicaclo

Localiza¢®o de sitios de enzimas de restrig¢¥o:

Ac = Acc I, B = Bam HI, E = Eco RI, H = Hind III, Ha = Hae 1I1I,

Hec = Hind 1II, P = Pst I, S = Sma I, Sa = Sal I, T = Taq I,

X =X I.
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3.2 - Insetos

Ovos de Adedes fluviatilis foram gentilmente cedidos pela
Profa. Dra. Rothaut B. Consoli do Instituto Oswaldo Cruz, Belo
Horizonte. Esta espécie de mosquito é encontrada na América Central
e do Sul, sendo amplamentek distribuida pelo territério brasileiro
CForatini, 1965). Os adultos fémeas sZo hematéfagos, entretanto nZXo
ha nenhum dado que comprove que esta espécie seja vetor de doencgas
humanas C(Foratini, 1965). A criag3o dos mosquitos fol mantida no
laboratério de acordo com sugest®Bes de Gerson A.R. da Silveira e
Newton Goulart Madeira (comunica¢Xo pessocald.

Os ovos foram colocados em recipientes plasticos contendo Agua
e os diferentes estddios de desenvolvimento larval foram separados
em recipientes aos quais fol adicionado rag3co de peixe. A Agua
dos recipientes foi trocada a cada dia para evitar a fermenta¢io
da raq:KoA com consequente diminuigo do oxigénio o que poderia
conduzir a mortalidade das larvas de A. fluviatilis as quais se
desenvol vem preferencialmente em Aguas limpas.

Apés a eclosdo dos adultos, estes foram colocados em gaiolas
Carmag3o de ferro ;:!e 40x38%38 cm protegida por telad nas quais
manteve-se recipientes com 4gua e aglUcar para a alimentag¢3o dos
mosquitos machos. Uma vez ao dia, fol colocado nas gaiolas um
camundongo, cedido pelo Biotério Central da UNICAMP, para que os
mosqui tos fémeas se alimentassem. Placas de petri contendo papel de

filtro umedecidos em A4gua foram mantidas nas gaiolas para a
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oviposi¢io. Os ovos eram, entXo, retirados do papel de filtro e
colocados nos recipientes com 4gua para a continuidade do ciclo de

desenvol vi mento.

3.3 - Melos de cultura

Os meios de cultura utilizados neste trabalho serXo descritos

a seguir.

Meio complexo LB g1

Triptona 10.0
Extrato de levedura ~ B.0O
NaCl 8.0
Agar _ 18.0

Ajuste de pH para 7.2 . Autoclavagem a 120°C @ 1 atm por 18

minutos.
Meio Basico C(MB) gl
KH_PO - 6.8
2 4
MgSO .7H O 0.12
+ 2
MnSO‘.4HzO 0. 002
ZnS0 . 7H O 0.014
L 2
Fe (SO > 0. o2
2 49
CaCl .4H O 0.183
2 2
Peptona 7.8
Glicose 1.0
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Ajuste de pH para 7.2. Autoclavagem a 120°C e 1 atm por 185

mi nutos.
Meio Agar Sangue g1
Extrato de carne 3.0
Peptona 8.0
NacCl 8.0
Agar i8.0

Ajuste de pH para 7.2. Autoclavagem a 120°C e 1 atm por 18
minutos, tendo sido adicionado 5 a 10% de sangue de carneiro no
meio de cultura a 4B°C. O sangue foi coletado a fresco e

gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Tomomasa Yano.

3.4 - Bicensaios

A avaliacXo da patbgenicidade da linhagem GR de Bactillus
thuringiensis subsp. israelensis fol feita através de bicensaios.
As culturas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis foram
crescidas em 20 ml de meio MB por 72 horas a 30 C com agitagTo. A
esporulag8o das células e consequente produgXo do cristal protéico
foram monitoradas através da observag¢Zo em Microscépio Optico de
Contraste de Fase (Modelo 1, Zeiss).

As culturas foram centrifugadas a 8000g/10min 4 °C em
centrifuga da marca Beckman e o sedimento, constituido de esporos e
cristais, ressuspendido em 1 ml de aAgua destilada esteéril.

Dilui¢®es apropriadas da suspensZoc de esporos e cristais

30



foram inoculadas em placas contendo LB-Agar, em triplicatas, e
\

incubadas a 30°C por 24 horas. Apds a germina¢3ico dos esporos

procedeu-se a4 contagem do numero de esporos viidveis.

O inéculo de esporos e cristais foi adicionado a recipientes
com 200 ml de Agua destilada contendo larvas do quarto estadio de
A. fluviatilis e mantidoé a ZS;C. Foi adicionada dieta nos
recipientes no inficio do bicensaio e o experimento foi efetuado com
3 repetig®es contendo 55 larvas cada qual . O controle do bicensaio
fol feito nas mesmas condi¢®es acima descritas sem, entretanto,
receber nenhum indculo de esporos e cristais.

A avaliagio da mortalidade das larvas fol feita em intervalos
de 1 hora até a obtengXo de 100% de mortalidade. Os calculos de
L.’l"!’o Ctempo em que ocorre B50% de mortalidade na populagXo tested
foram feitos wutilizando-se AnaAlise de Probito (Finney, 1971)
através de um programa de computador desenvolvido por Prof. Dr.O.H.

Pavan.

3.8 - ExtragZo do DNA plasmidial

3.8.1 - Extrag¢Xo do DNA plasmidial de Racillus thuringiencie

subsp. israelensis

Para a extragZo do DNA plasmidial em grande escala foi
utilizada a técnica de extra¢Zo alcalina descrita por Birnboim e

Doly C€1879) com algumas modificagBes.
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Culturas de Bacillus thuringiensis subsp. tisraelensis foram
crescidas em 200 ml de meio de cultura LB sob agitagXo a 30°C até
atingir o inicio da fase estacionaria.

A coleta das células foi feita através de centrifugagZo a
5000g-10min/4"C. Ressuspendeu-se e lavou-se o sedimento com 10 ml
de salina 0.8% (p/v) e centrifugou-se novamente & B0O00g 10min-4°C.

O sedimento foi ressuspendido em 2.8 ml de tampZc TEN e
depois de agitagZo vigorosa, foram adicionados mais 2.8 ml do
mesmo tamp3o contendo 8 mg/ml de lisozima. O material foi incubado
a 37°C por 30 minutos. Adicionou-se, entZo, 10 ml da solugZo II e
inverteu-se o tubo varias vezes. O material foi incubado a 0°C por
10 minutos. Posteriormente foi adicionade 7.8 ml da solugXo I1I
misturando-se levemente e incubando por mais 40 minutos & O°C.

Em seguida foi feita uma centrifuga¢Xo & 12000g-/15min- 4°C e
ao sobrqnadanto foi adicionado igual volume de isopropanol,
mantendo-se A temperatura ambiente por 5 minutos.

Coletou-se o sedimento resultante de nova centrifugac%o a
12000g/20min 4 °C @ secou-se A vacuo.

O sedimento foi, entXo, ressuspendido em 3 ml de tampXoc TE
contende 30 ul de RﬁAse A ¢ deixado & temperatura ambiente por 20
minutos. O material foi centrifugade & 12000g-20min/4°C e o
sedimento ressuspendido em 1.0 ml de tampZo TE.

A seguir, ajustou-se a concentra¢fo de acetato de sédioc C(pH
7.8 para 100 mM e adicionou-se 0.8% de sarcosil. Agitou-se a

mistura vigorosamente.
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P&steriormente. adicionou-se igual volume de clorofane,
agitou-se @ o material foi centrifugade & 12000g-Bmin. Repetiu-se
mais uma vez esta extrag@io com clorofane e uma terceira com
clorofil.

Ajustou-se a concentra¢fio final de acetato de sédio CpH 7.9)
para 300 mM e adicionou—sé 2.5 vezes de volume de etanol 100%,
deixando-se o© material precipitar por 30 minutos a O0°C. O
precipitado foli coletado por centrifugagXo a 120009/15min/4°c e
lavado com etanol 70% a -20°C, sem ressuspender. Centrifugou-se o
material novamente a 12000g-Bmin-4 " C. o sedimento foi
ressuspendido em 100 ul de tamp@o R e estocado em aliquotas a
-20°C.

A estimativa da concentragio do DNA foi feita através de
espectrofotometria, medindo-se a absorbancia a 260 nm ¢ 1 unidade
de absorbancia a 260 nm equivale a 80 ug/ml de DNA DCDugaiczyk et
al, 19755.

Para analise do material através de eletroforese, adicionou-se
tamp3io de amostra TAC(3x) e aplicou-se em gel de agarose 0.8%. 0O gel
fol preparado com agarose do tipo II (Sigma) em tampXo de corrida
TEBC1xD. A eletroforose foi feita & temperatura ambiente com
corrente de 30 a 50 mA. Apés a corrida do material, o gel foi
corado com 1.0 ug/ml de brometo de etideo dissolvide em tampZo

TEBC1x) por 20 minutos e observado sob luz ultraviocleta.
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3.5.2 - Preparo do vetor de clonagem por ultacentrifugaglo em

gradiente de densidade de cloreto de césio-brometo de etideo

(Maxi preparagXod

O procedimento utilizado para a extraglo do plasmidio vetor
pUC8 das células da linhagem JM101 de £E.coli fol o mesmo descrito
no {tem 3.6.1 até a etapa da centrifugag®o do material contendo as
solugBes TEN, II e III , onde a solu¢iIo TEN fol substituida pela
solugXo I.

Ao sobrenadante obtido adicionou-se sarcosil 1% e igual
volume de clorofane para a extra¢Zo. Agitou-se o material e
centrifugou-se a 12000g-8min. Fol coletada a fase aquosa e
adicionado igual volume de isopropanol, deixando-a a temperatura
ambiente por 10 minutos. O  precipitade foi coletado por
centrifuga¢lio a 100009/10min. O smsedimento fol secado & véacuc e
ressuspendido em 1.8 ml de tamp3o TE.

O material para ultracentrifuga¢Zo fol colocado em dois tubos
de nitrato de celulose (SW 50.1), sendo adicionados e% cada tubo:
3 ml da solugio IV Sn = 1.3780) e 2 ml da solugqo V contendo DNA
C(n = 1.4080) esta dltima solug¢Ro fol colocada no fundo do tubo com
uma seringa hipodérmica procurando~-se nZo misturar as duas
solugBes. A ultracentrifugag¢fo fol efetuada a 100000g/18h. 20 °C.

A banda contendo DNA plasmidial foi visualizada com lampada
luz ultravioleta longa @ coletada com uma seringa. Para remogXo do

brometo de etideo foram realizadas trés extrag@es com igual volume
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de alcool isocamilico.

Para diluig¢lio do CsCl, adicionou-se trés volumes de 4gua
destilada e dois volumes de etanol 100% deixandoe o DNA precipitar
durante 1 hora A O0°C. O material foi centri fugado & 10000g-30

min/4°C, o sedimento secado A vacuo e ressuspendido em 100 ul de

tamp&o R.

3.85.3 - Extrag3®o de DNA plasmidial de E.coli (miniprepara¢io)d

Para a extragio de DNA plasmidial das células recombinantes de
E.coli TGl foi utilizada a técnica descrita por Holmes e Quigley
(19810 com algumas modifica¢gBes apresentadas no curso pés—congresso
do I Congresso Iberocamericano sobre Biotecnologia realizado em
Havana, Cuba, 19080.

As culturas foram crescidas em 5 ml de meio de cultura LB
contendo ‘100 Hg-ml do antibiético ampicilina e mantidas a 37°C sob
agitacXo durante a noite.

Foi coletade 3 ml das culturas por cenﬁrifugaq;!o a
12000g-Bmin e o sedimento foli ressuspendido em 380 ul do tamp3o
TELT com 10 mg-/ml ‘de lisozima. Deixou-se a temperatura ambiente
por 15 minutos. Em seguida, incubou-se o material em Agua fervente
por 1 minuto e centrifugou-se a 12000g-/10min. Adicionou-se ao
sobrenadante 350 ul de tampXo TELT, invertendo-se o tubo varias
vezes. Posteriormente precipitou-se o -material com 700 wul de

isopropanol e incubou-se por 10 minutos a4 temperatura ambiente.
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O precipitado foi coletado por centrifugaglio a 12000g-/10min e
saecado a temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido em
100 ul de tampXoc TE. Em seguida adicionou-se igual volume de
clorofane e centrifugou-se a 12000g-3min. Repetiu-se este
procedimento mais uma vez com clorofane e uma terceira com
clorofil. A fase aquosa foi adicionado 1.2 volume de acetato de
aménio 7.8 M (pH 7.5) e 2 volumes de etanol 100%, deixando-a por
30 minutos a -20°C.

@) precipitado foi coletado por centrifugagfo a
12000g-/15min/4°C, secado a temperatura ambiente e ressuspendido em
30 ul de tampZo TE.

O material foi analisado por eletroforese em gel de agarose.

3.6.4 - SolugBes e tampBSes utilizados na extrag¥o de DNA
plasmidial

Solugio 1

Tris—HC1 25 mM pH 8.0

EDTA 10 mM

Glicose ' 50 mM

SolugXZo I1I

NaOH 0.2 N

SDS 1% Cprvd
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Solug3o 111

Acetato de sdédio 3 M

Acido acético 2 M pH 4.8
Soluglo IV

Cloreto de césio B8 g

Tamp3ao TE 7 ml

Indice de refra¢io ajustado para v = 1.3780

Solugio V
DNA Cem TED 2.4 ml
CsCl 4.2 g

Brometo de otidéo 0.4 g

Indice de refrag%o ajustado para 7n = 1.4080

SolucXo de RNAse A

RNAse A 10 mg/ml
Acetato de sédio 50 mM pH 4.8

Fervura em banho-maria por 10 minutos

Fenol Saturado

Fenol iv
Tris-HCl iM pH 8.0 1.8V
8-hidroxiquinolina 0.1% Cpr/vd
3-mercaptoetanol 0.2%
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Solu¢3io equilibrada com: Tris-HCl 100 mM CpH 8.0>; EDTA 1.0mM

e NaCl 200 mM.

Clorofane

Cloroférmio: fenol saturade 1v/V
8-hidroxiquinolina 0.05% Cps/vd
f3I-mercaptoetanocl 0.8% Cps/v)

SolugXo equilibrada com Tris-HCl SO mM CpH 7.85>; NaCl 100 mM;

EDTA 2mM.
Clorofil
Cloroférmio 24 V
Alcoll isocamilico 1 v
TampZo TE
Tris-HC1 28 mM pH 8.0
EDTA 0.1 mM
Tamp3o R
Tris-HC1 20 mM pH 7.8
EDTA 0.1 mM
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Tamp3o TEN

Tris-HC1 850 mM pH 8.0
EDTA 100 mM
NacCl 100 mM

TampZo de eletroforese (TEB 103

Tris-base 0.89 M
Acido bérico 0.80 M
EDTA 0.08 M

Ajuste de pH para 8.4.

TampXoc de amostra CTA 30

TEB 3x

Ficoll 20% Cprs/vd

Azul de bromofenocl . 0.1% Cprvd

3.6 - DigestiZo com enzimas de restrigfio e extragXo da enzima

Os protocolos de digestZXoc do DNA com enzimas de restricXo
foram conduzidos conforme descrito por Maniatis et al (1982D.

Os volumes finais dos sistemas de digestXZo variaram de 20 a
8O ul e continham tamp3oc de reag¥oc adequado a4 enzima de restrigio
utilizada. O veolume final dos sistemas foi completado com Agua
destilada sendo 10 vezes maior que o volume de enzima adicionado.

A proporg¢fo enzima-DNA seguiu o critério sugerido pelo catilogo da
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New England Biolabs CUSA)D.

A incubagfo dos sistemas foi feita a 37°C por 3 horas.
Al{iquotas dos sistemas digeridos foram retiradas para serem
anal isadas por eletroforese em gel de agarose.

Amostras do DNA plasmidial de Bacillus thingiensis subsp.
israelensis e do plasmidio pUC8 digeridos com enzima de restrig3o
foram reunidos num sé sistema cujo volume fol completado para
100ul de tampZXo R. A concentra¢Zo de NaCl foi ajustada para 100 mM
e a segulr efetucu-se duas extrag@Bes com clorofane e uma com
clorofil, conforme o procedimento descrito no item 3.85.1.

Ajustou-se a concentrag3o do NaC; da fase aquosa para 300 mM
¢ a precipitacfc do DNA fol feita como descrito mo item 3.6.1. O

sedimento foi ressupendido em 10 ul de tampio R.

TampZc de reag¢3io 2 CHind IIID

Tris-HCl S50 mM pH B.0
MgCl2 10 mM
NaCl S0 mM

3.7 - Ligagﬁomde fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA foram ligados pela enzima T‘DNA ligase
C40 U na presenga do tampfo de liga¢3io para um volume final de 20

pl. O sistema foi incubado a 18°C por cerca de 12 horas sendo,

ent3o, utilizado para transformar células de E.colt.
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TampXo de ligaglo C(10x

Tris-Hcl 500 mM pH 7.4
MgClz 100 mM

DTT 100 mM
Espermidina 10 mM

ATP 10 mM

3.8 - Transformag¢o c_i_?_ células _d: E.coll

Células de E.coli foram transformadas pelo método do
Tris-c4dlcio, descrito por Darget e Ehrlich (1879), com algumas
modi ficagBes.

Inoculou-se um clone isolado de E.colt em B ml de meioc LB a
37°C durante a noite, sob agitagZo. Tomou-se 1 ml desse
pré—inéct.;lo @ inoculou-se em B0 ml de meio LB. A cultura foi
incubada a 37°C com agitagio até atingir, aproximadamente, 2.107
células/ml C0.2-0.3 DO, 650 nmd.

Células de 30 ml de cultura foram coletadas por centrifugag¢3io
a 4000g/10min/4°C e’ o sedimento ressuspendido em 15 ml de solug3o
Tris-calcio a 0°C, esterilizada por filtragXo, e incubado a 0°C por
20 minutos.

O material foi novamente centrifugado a 40009/10min/4°c e o
sedimento ressuspendido em 1 ml da solug3o Tris-cdlcio a 0°Cc e

incubado por 1 hora a 0°C.
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Para a transformag3o das células competentes, foi adicionado
de 0.1 a 0.3 pug do sistema de ligag3o para 100 ul de suspensio de
células. A mistura fol incubada a 0°C por 30 minutos e em seguida
foli dado um choque térmico de 37°¢C por 5 minutos. Adicionou-se,
ent¥o, 1 ml de meio LB para cada 100 ul de células, incubando-as
por mais 1 hora a 37 C. As células foram plaqueadas em meio

seletivo adequado e incubadas a 37 C durante a noite.

Soluglo Tris-Calcio

Tris-HCl1 20 mM pH 7.0

CaCl2 100 mM

3.0 - Seleg3o @ andlise de recombinantes

Os procedimentos utilizados para a sele¢3o e anilise dos

clones resultantes da transformag¢Zoc de £E.coli ser3o descritos a

seguir.

3.8.1 - Clones portadores do plasmidio hibrido contendo DNA

de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis

A selegXo dos clones transformantes fol feita inicialmente
através de plaqueamento em meio LB com 180 ug/ml de ampicilina, 20
Hg/placa de X-gal 2% e 20 ul-/placa de IPTG 100 mM. As placas foram

incubadas a 37.C durante a noite. Os clones transformantes
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portadores de plasmidios hibridos foram detectados pela reag3o
negativa ao X-gal e isolados através de repicagem para placas

contendo meioc LB e 180 ugs/ml de ampicilina.

3.9.2 - Detecglo de atividade hemolitica

Os clones transformantes foram testados quanto a4 capacidade
de produzir halos de hemélise através de inoculagXo por ponto dos
mesmos em placas com meio Agar Sangue contendo 180 ugsml de
ampicilina, incubadas a 37°C por 18 horas.

Posteriormente, alguns clones com reagio positiva aoc teste de
hemélise acima descrito, foram retestados usando-se extratos
celulares. Culturas de 200 ml em meio LB com 100 ug/ml de
ampicilina, foram crescidas a 37°C sob agitagcio até atingir fase
e#tacionéria €0.9 DO, 880 nmd. Centrifugou-se a BO00g-/10min/4°C e o
sedimenté ressuspendido em 1ml de Agua destilada estéril.

A suspensfo de células foi, a seguir, sonicada por perfiodos
de 15 segundos & maxima intensidade no sonicador da marca Thornton
CInpecd. Aliquotas do material foram liofilizadas e ressupendidas
em tampSo de bicarEonato de sédio 0.1 M (pH 10.5) contendo O0O.01
U/ml de protease (Sigmad. O material assim preparado foi incubado
a 37°C por 1 hora e, entfo, inoculado em placas com meio Agar
Sangue contendo 1850 ug/ml de ampicilina, mantidas a 37°C por 18

horas.

Em ambos os testes de atividade hemoclitica realizados,
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utilizou-se a linhagem GR e a Escherichia coli TGl com o pUC8 como

controles, preparadas do mesmo modo que os clones testados.

3.8.3 ~ Detec¢iZo de atividade larvicida

Foram realizados bicensaios para a determina¢3o da atividade
larvicida dos clones recombinantes. A preparagfo dos extratos
celulares foli feita conforme descrito no item 3.0.2.

Foi adicionado B0O0O ul do material sonicado a copos plasticos
contendo 20 larvas do segundo estiagio de A. fluviatilis em S0 ml
de 4agua destilada. Adicionou—#e dieta das larvas no inicio do
biocensaio. Todos os testes foram feitos em duplicatas e a contagem
da mortalidade foi feita num periodo de até 48 horas. O controle
do bicensaio foi feito nas mesmas condi¢les acima descritas sem no
entanto receber nenhum indéculo. Extrato celular de Escherichia
coli TGl 6om o pUC8 intacto e da linhagem GR foram utilizados como

controles dos bicensaios.

3.0.4.1 - Transferéncia do DNA plasmidial para a membrana de

nitrocelulose

A transferéncia do DNA plasmidial dos clones recombinantes

digeridos com Hind III para a membrana de nitrocelulose (Hybond-C)

44



fol feita de acordo com especificag®es da Amersham CAmersham
International, U.K.D e da metodologia descrita por Maniatis
et al C1Q982).

Apds eletroforese em gel de agarose 0.8%, o gel foi lavado
duas vezes com &gua destilada estéril e incubade por 1 hora a
temperatura ambiente na solu¢3o de desnaturag¢fio. O gel fol, entio,
novamente lavado com Agua destilada estéril e incubado por 1 hora
A temperatura ambiente na solucfo de neutralizagXo.

Preparou~se uma cuba de eletroforese horizontal com tamp3o
SSC (20x) nos reservatérios e com 3 folhas de papel de filtro
Whatman 3MM conectando os 2 resevatérios. O gel fol retirado da
solugqo de neutralizago e colocado sobre a camada de papel de
filtro. Colocou-se a membrana, previamente umedecida em SSC 2x, em
cima do gel e acima dela 4 folhas de papel Whatman. Sobre as
folhas de papel Whatman fol colocada uma camada de 10 cm de papel
toalha. No topo da camada de papel toalha colocou-se uma placa de
vidro com um peso em cima. A transferéncia foli feita durante a
noite.

Apdés © processo de transferédncia, a membrana foli incubada com
SSC 6x por B minﬁtos A temperatura ambiente e, em seguida,
colocada sobre o papel de filtro para secagem. Posteriormente, a
membrana foi incubada em estufa a 80°C por 2 horas e, ent3o,

guardada até a hibridiza¢Zo com a sonda.
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3.8.4.2 - Marcaglo 9i sonda

A sonda utilizada foi um oligonucleotideo de 20 MER,
sintetizada por Prof.Dr. Spartaco Astolfi Filho (Universidade de
Brasfilia, DF) a partir de sequéncia do gene da proteina de 28 kD
clonado por Waalwi jk et al C1985). A sequéncia da sonda sintetizada
fol a seguinte: B’'-GCCCTACGCTITAGTATGCC-3'.

A rea¢fo de marcago da sonda fol preparada como se segue:
oligonucleotideo~- 2ul (20 ngd; tampZ¥o quinase 10x- 2ul; y—“P

ATP-4ul; polinucleotideo quinase - 2ul C(16ud; 4gua - 10ul.

3.8.4.3 - Hibridiza¢%c da membrana

A hibridiza¢Zoc da sonda com DNA plasmidial foil feita de acordo
com as especificagBes da Amersham com modifica¢Bes sugeridas pelo
Prof. Dr.. Spartaco Astolfi Filho C(comunicag¢gfo pessoald.

A pré-hibridizag¢3io fol feita colocando-se a membrana em cuba
na qual fol adicionada 10 ml de solugio de pré-hibridiza¢3o,
mantendo-se a 40°C por 2 horas sob leve agitag¢Z3o.

A solugio de 4pré—hibridiza¢§‘o foi retirada e colocou-se a
solugdo de hibridiza¢Zo contendo a sonda marcada, previamente
fervida em banho-maria por 2 minutos. A membrana foi incubada

nesta solu¢o a 40°C por 1B horas.
Apts a hibridizag%o, a membrana foi lavada por 2 vezes em

solug3o de lavagem a4 temperatura ambiente por 10 minutos, sob leve

48



agitag¢io. Em seguida, fez-se mais 2 lavagens com solugio de
lavagem a 37°c por 1 hora com leve agitag3o.

A membrana foi, entfo, colocada para secar sobre papel de
filtro e posteriormente exposta a filme de raio X CHyperfilm-MP,

Amershamd a -70°C por 96 horas.

3.8.4.4 -SolugBSes e tampBes utilizados na hibridiza¢Zo com

sonda radicativa

Solugfo de desnaturagXo

NaCl 1.8 M

NaOH 0.8 M

Solugio de neutralizagio

Tris-HC1 : 1.0M ©pH 7.2
NaCl 1.8 M
EDTA 1 mM

Solugl3o SSC (2030
NaCl 3.0 M
Citrato de sédio 0.3 M

Ajuste de pH 7.0.
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Solug3o Denhardt’s C(DRT’S)C100 xD

Al bumina de soro bovino (BSA) 2% Cp/vd
Ficoll 2% Cps/vd
Polivinil pirolidona 2% Cp/vd

Solu¢So de DNA de esperma de salm3o (DSDD

DNA de esperma de salm3Io 8 mg-/ml

Solugfo fervida em banho-maria por 10 minutos e sonicada.

Soluglco de pré-~hibridiza¢&o

SsSC €200 . 3.0 m
DRT'S (1000 0.8 ml
SDS 20% Cp-svd 0.26 ml
Pirofosfato de sédio BX (p-vd 0.1 ml
DSD (8 mg/mlD 0.2 ml
Hzo | 6.0 ml
SolugXo de hibridizag¢¥o
SSC (200 3.0 ml
DRT’S C100xD> 0.8 ml
Pirofosfato de sédio 8% 0.1 ml
6.4 ml

H O
2
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3.9.85 - Anidlise imunolégica das proteinas produzidas pelos

clones recombinantes de E.colti

——

3.9.8.1 - Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

— —————————— S— ——— p—

contendo SDS (SDS-PAGE)D

As proteinas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
foram analisadas através de eletroforese em gel gradiente de 8 a
20% de poliacrilamida e dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGED,
conforme descrito por Laemmli (19700 com algumas modificagBSes.

As solugdBes de B e 20% de poliacrilamida foram preparadas
separadamente em provetas e entio colocadas numa cuba de formag3o
de gradiente ligada em uma bomba peristaltica (Incibras, BP-100).
Ligou~se a bomba peristiltica em velocidade maxima e as solugles
de acrilamida foram misturadas com auxilio de um agitador
magnético; fluindo para o molde das placas de vidro formando um
gradiente 1linear de B a 20% de poliacrilamida. Apés a

polimerizag3c do gel de resolug@o foi adicionado o gel de

empacotamento.

40



Sol ugSes e tampSes utilizados no preparo e eletroforese dos

géis de SDS-PAGE

Sol u¢io de acrilamida

Acrilamida : 30% Cprvd

bis-acrilamida 0.8% Cps/vd

Solug¢3o filtrada em papel Whatman numero 1 e mantida em
frasco escuro a 4 C.

Tampio de resoluglio

Tris-HCl1 3.0M pH 8.8

Tampico de empacotamento

Tris-HCl1 ' 0.8 M pH 6.8

SolugZo de dodecil sulfato de sédio (SDSD

SDs 10% Cprvd

Solugio de persulfato de amédnia (PSAD

PSA 1.8% Cp/vd

Tamp3o de amostra (3»0

Tris-HCl 0.8 M pH 6.8
Glicerol 10% Cpr/vd
f3-mercaptoetanol 8% Cps/vd
AN DN 2% Cp/vd
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Soclu¢io de azul de bromofenocl

Azul de bromofenol

Tamp3o de reservatério

Tris
Glicina

sSps

Soclu¢gio de coloragdo

Coomassie Blue R 250
Metanol
Acido acético

Solugdo de descoloraglio

Metanol

Acido acético

0.1% Cps/Vvd

25 mM
0.182 M

0.1% Cp/vd

0.285% C(ps/vd

Gel de SDS-PAGE de gradiente B a 20% CSDS-PAGED

Gel de resolugo

Solug3o de acrilamida
Tamp3o de resoiugﬁo

Sps 10%

Persulfato de aménio 1.8%
Glicerol

TEMED

Hzo qsp

1.28 ml 1.28 ml

90 ul 20 ul
230 ul 230 ul
————— 1.0 ml
3.3 pul 3.3 ul
10 ml 10 ml
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Gel de SDS-PAGE 12.5%

Gel de resolug¢3o

Solugqo de acrilamida 12.8 ml
Tamp3oc de resolugdo 3.7 ml
SDS 10% | 300 ul
Persulfato de aménio 1.8% i.8 ml
Hzo 12 ml

Gel de empacotamento

Solug8o de acrilamida 1.28 ml

Tampio de empacotamento 2.8 ml

SDS 10% : 100 pd

Persulfato de aménio 1.85% 0.8 ml

TEMED ' 7 ul

HzO 5.6 ml

3.8.8.2 - Preparo das amostras para eletrofore em gel de

SDS-PAGE -

A cultura de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis foi
crescida em 200 ml de meio MB a 30 C sob agitagXo até obtencgZo de
esporos e critais livres Caproximadamente 72 horas). A esporulag¢gXo
das células e consequente produgc3o do cristal protefco foram

monitoradas através da observagfo em Microscépio Optico de
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Contraste de Fase (Modelo 1, Zeiss).As células foram centrifugadas
a SOOOg/:lOmin/4°C. O sedimento ressuspendido em 1 ml de Agua
destilada estéril e a seguir sonicado por periodos de 18 segundos a
maxima intensidade no sonicador Thornton (Inpec).

Adicionou-se tamp3o (3x) e solugio de azul de bromofenol 0.1%
em aliquotas das amostras sonicadas. Em seguida as amostras foram
fervidas em banho-maria por 5 minutos e colocadas no gel gradiente
de 5 a 20% de SDS-PAGE.

A eletroforese fol realizada a temperatura ambiente a 100
Volts até que a frente de azul de bromofenol atingisse o final do
gel. Apdés a corrida eletroforética, o gel fol corado por 2 horas
com solugBo de coloragfio e em seguida colocado na soluglo de

descolorag¢fo.

3.9.5.3 ~ Purificag3o das proteinas de Bacillus thuringiensis

subsp. israelensis

As proteinas de Bacillus thuringiensise subsp. ieraeleonsie
foram preparadas conforme descrito no ftem 3.8.85.2 e purificadas
em larga escala erh géis de 12.8% de poliacrilamida e dodecil
sulfato de sédio CLaemli, 19700 compostos por um gel de resoclug3o
12.8% de acrilamida e um gel de empacotamento.

Um total de 400 ul de amostra foi colocado nos géis sendo que
foram obedecidas as mesmas condig¢Bes de corrida eletroforética

descritas no item 3.0.8.2. Apdés a eletroforese os géis foram
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retirados das placas e colocados em recipientes plasticos limpos.
Os géis foram, entZo, lavados com agua destilada gelada e corados
com uma solug3o de KCl 0.26 M e DIT 1 mM gelada (Hager e Burges,
1980). As bandas foram visualizadas, cortadas dos géis e estocadas

a -20°¢C.

3.9.5.4 - Preparo dos antisoros contra proteinas do Bacillus

thuringiensis subsp. tisraelenstis

Anticorpos contra as principais proteinas do cristal Bacillus
thuringiensis subsp. tsraelensis foram produzidos separadamente em
coelhos brancos de linhagens puras. Os coelhos foram injetados
subcutaneamente com . o antigeno dissolvido em 1.5 ml de A4&gua
destilada estéril e emulsificado em igual volume de adjuvante
Freund completo (Difcod. Apéds um intervalo de 18 dias, os coelhos
foram injetados novamente nas mesmas condig¢g@es acima descritas
usando-se agora adjuvante Freund incompleto (Difco)d). Apés 15 dias,
foram coletados 185 ml de sangue de cada coelho. O sangue coletado
foi mantido a 5°C durante a noite e centrifugado a 4000 rpm em uma
centrifuga de mesa C?anem. Excelsa Baby) por 15 minutos. Coletou-se
o sobrenadante contendo o antisoro que foi aliquotado e estocado a
-20°cC.

A imunopurifica¢Zo dos antisoros foli efetuada utilizando-se

extrato celular de Escherichia colt TG1I com o pUC8B intacto. Cultura

de Escherichia coli TGl em 500 ml de meio LB com 100 ug/ml de
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ampicilina foi crescida a 37°C sob agitag3o durante a noite.
Células foram centrifugadas a 50009/10min/4°c e o sedimento
ressupendido em 10 ml de Agua estéril. A seguir, a suspens3o de
células fol sonicada por periodos de 1B segundos & miéxima
intensidade no sonicador da marca Thornton (Inpecd. Duas tiras
(2x10 emd de membrana de nitrocelulose C(Hybond-C) foram incubadas
por 10 minutos no extrato celular, obtido através da sonicag¢3o,
diluido 1:10 em tamp3o Tris salino (TBS). As tiras de nitrocelulose
foram, entico, lavadas por 3 vezes com 5 minutos cada, em solugXo de
TBS-Tween 20 (TBS-T). Em seguida, uma tira de nitrocelulose foi
incubada por 20 minutos sob agitagﬁq em solu¢iio de tampio TBS
contendo 5% de leite desengordurado C(Molicod) @ o antisoro diluf{do
1:80. Posteriormente, a outra tira de nitrocelulose foi 1incubada
por mais 20 minutos na solucXo acima descrita. As tiras de
nitrocelulose foram descartadas e a solugio contendo o antisoro
imunopurificado. utilizada na analise imunolégica descrita a

seguir.

3.0.5.8 - Analise imunolégica das proteinas produzidas pelos

clones recombinante§ de £E.coll

Os extratos celulares dos clones recombinantes de £E.colil
foram preparadas conforme descrito no item 3.10.5.2, excetuando-se
as condigBes de crescimento. As culturas de LE.coli foram crescidas

em 200 ml de meio LB a 37 °C durante a noite.
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Amostras dos extratos celulares dos clones recombinantes de
E.coli e de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis foram
submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE 12.8% preparado como
descrito no item 3.0.5.3. Apdés a eletroforese, o gel foi incubado
em 250 ml de tamp¥o de transferéncia por 1 hora a temperatura
ambiente.

A transferéncia das proteinas do gel foi feita em uma unidade
de transferéncia Multiphor Novablot (LKB) segundo especifica¢Bes
da LKB ¢ Produkter, Bromma, SwedenD.

As protei{nas ' foram transferidas para membr ana de
nitrocelulose CAmersham, Hybond-C Extrad colocada sobre 9 folhas
de papel de filtro umedecidas com tampXo de transferéncia.
Colocou-se o gel scbre a membrana e acima dele foi colocado mais O
folhas de papel de filtro umedecidas com o tampZo de
transferéncia. A transferéncia procedeu-se a 0.8 mA cm® por um
periodo d; 2 horas.

Apés a transferéncia, a membrana foli colocada em solugIo
bloqueadora e incubada a 37°C sob lenta agitag%o por 1 hora. Em
seguida, subst;tuiu-se a solugio bloqueadora por solu¢io composta
de antisoro imunopugificado diluido 1:80 em tampXc TBS contendo 5%
de leite desengordurado CMolico) (item 3.8.5.4>. A membrana foi
incubada durante a noite sob lenta agitac¢¥o.

A membrana foi, entZo, lavada 2 vezes brevemente e 3 vezes por
S minutos com solug¥o de TBS~T. Apés as lavagens a membrana foi

incubada por 1 hora com o conjugado Proteina A-peroxidase
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CAmershamd, diluido 1:8000 em TBS. A membrana foi novamente lavada
com TBS-T e incubada com solug8o reveladora até o aparecimento da
coloragfio desejada. Lavou-se, ent%oc, a membrana com &gua destilada
e incubou-se novamente em solugfo bloqueadora para a reag3o com

outro anticorpo.

3.8.5.6 - Solugdes e tampBes utilizados na transferéncia de

proteinas do gel

TampZo de transferéncia

Tris 48 mM
Glicina 30 mM

SDs : 0.038% Cpr/vd
Metanol 20%

TampZo TBS (105
Tris 200 mM
NacCl 1.37 M

Ajuste de pH para 7.86.

Solugio TBS_Tween 20 (TBS-TO

TampZo TBS contendo 0.1% de Tween 20
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Sol ug3o Blogqueadora

TampSo TBS contendo 0.1% de Tween 20 e

leite desengordurade B% (ps/vd

Solu¢3o reveladora

Tamp3o Acetato 0.0 M pH 4.8
H,0, 100 ul

Dimetil formamida 3 ml
3~amino-8-etilcarbazol 50 mg
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4 - Resultados

4.1 - Avaliagdo da atividade larvicida de B. thuringiensis

subsp. tsraelenstis e caracteriza¢3o de proteinas

Os bicensaios realizados com larvas do quarto estidgio de A.
Sfluviatilis demonstraram que a linhagem GR de B. thuringiensis
subsp. israelensis ¢é patogénica a larvas deste mosquito. A tabela 1
mostra os dados de mortalidade larval obtidos com a inocula¢Xo da
suspensfio de cristais @ esporos de B. thuringiensis subsp.
israelensis. Nos tratamentos controle nIo se obteve nenhuma larva
morta. Os dados de mortalidade acumulada para cada repeti¢Zc nos
intervalos de 1 hora do bicensaio, foram submetidos A anailise de
varidncia (Tabela 2) para vorif;cagao da homogeneidade dos valores
ocbtidos para cada repetig¢fio. O valor de F, obtido para as médias de
mortalidade larval acumulada de cada uma das trés repeti¢Bes do
experimento, foi n3o significativo, nivel de 5%, o que nos permitiu
trabalhar com dados médios da mortalidade larval acumulada para o
calculo do LTso'

O valor do LTso obtido para a dose de 10° cels/ml foi de 5
horas e 38 minutos.

Tendo-se obtido atividade larvicida positiva procedeu-se a
seguir a caracteriza¢®c das proteinas apresentadas por este

isoclado afim de contrastar com aquelas descritas na literatura.

A caracteriza¢io do perfil proteico da linhagem GR fol feita
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através de gel gradiente de 8 a 20% de poliacrilamida (figura 2.
O padr3o eletroforético revelou a presengca de 4 polipeptideos

principais de pesos moleculares de 68, 38, 28 e 17 kD.

4.2 - Construg¢io do banco plasmidial de B. thuringiensis subsp.

israelenstis

A constru¢io do banco plasmidial de Bacillus thuringiensis
subsp. tisraelensis fol feita segundo estratégia esquematizada na
figura 3.

Aproxi madamente 8. Oug do DNA plasmidial de Bacillus
thuringiensis subsp. israelensie e 7.8 ug do plasmidio pUC8 foram

digeridos com a enzima de restricXo Hind III. A digestio do DNA

plasmidial da subspécie israelensis gerou fragmentos de DNA cujos
tamanhos variaram de aproximadamente 2 a 9.8 Kb, sendo que os
fragmentﬁs de 6 a 8.8 Kb apresentaram-se em maior concentracfo e
numero. |

Os fragmentos de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis e
do pUC8 digeridos com Hind IJI foram ligados e utilizados para
transformar £.colt ’TG:I. Obteve-se fx_'equéncia de transformag3oc da
ordem de 10* células/uyg de  DNA. Oz transformantes foram
inicialmente selecionados quanto a resisténcia ao antibidético
ampicilina e a capacidade de degradar o substrato cromogénico
X-gal. Clones azuis possuiam o plasmidio pUC8B intacto e os clones

brancos correspondiam a reagio X-gal negativa sendo portanto,
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clones rocombinanteé portadores de fragmentos de DNA inseride no
sfitio Hind III do pUC8 resultando em uma f3-galactosidase nZo
funcional.

Foram isolados 880 coldénias recombinantes. Assumindo-se que o
peso molecular dos fragmentos inseridos seja, em média, 8 Kb e que
© peso molecular do genoma de B. thuringiensis seja o mesmo que o
de E.coli, 4200 Kb, calculou-se através da férmula desenvolvida
por Clarke e Carbon (18760, que haveria 80% de chance que uma
determinada sequéncia de DNA estivesse representada neste banco. O
numero de recombinantes necessarios para gque uma determinada
sequéncia estivesse representada neste banco com 685X de chance

seria de 18500. Isso foi calculado através da express3do Clarke e

Carbon (1976):

N = InCi-pd
In{i-

onde: N é o nimero de transformantes;

p ¢ a probabilidade de uma certa frequéncia ser
representada entre os recombinantes;
f é o tamanho médio dos fragmentos de restrigio como uma

fragdo do tamanho total do genoma.
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Tabela 1 - Mortalidade causada por B. thuringiensis subsp.

israelensis linhagem GR em larvas de Adedes fluviatilis

Repeti¢lSes Mortalidade larval acumulada Chorasd
1 2 3 4 B8 6 4 8
1 o _2 Q 26 44 80 83 g8
2 (o) 1 ) 27 44 48 53 85
3 o) 2 i2 26 40 43 48 58

Dose: 10° cels/ml de B. thuringiensis subsp. israelensis

Tabela 2: AnAlise de varilncia dos valores de mortalidade
acumulada obtidos para cada repetigio do bicensaio de

B, thuringiensis subsp. israelensis em larvas de 4. fluviatilis.

SQ GL. QM F

Traﬁamentos(i) 10823. 70 7 18580. 520 451 .24

Blocos (2 12.28 2 6.125 1.77 NS
Res{duo 48. 42 14 3. 458

Total 10084. 30 23
C1> - Intervalos de 1 hora
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Figura 2 - Proteinas de B. thuringiensis subsp. israelensis.
em gel gradiente de B a 20X de SDS-PAGE

A = Padr3o do' peso molecular (fosforilase b de musculo de
coelho, 84 kD; albumina de soro bovino, 67 kD; ovalbumina de clara
de ovo, 43 kD; anidrase carbénica de eritrécitos bovinos, 30 kD;
inibidor de tripsina de soja, 20.1 kD; a-lactalbumina de leite
bovino, 14.4 kD D>; B = extrato celular de B. thuringiensis subsp.

ieraelensise linhagem GR.
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ﬂp\‘ DNA plasmidial

pucs de Bti
l DigestZo com Hind III
digest3o com Hind III gerando fragmentos

de 2 a 0.8 kb.

Ligaglo

H

inserto de Bti

Figura 3 - Etapas utilizadas para a construgso do banco
plasmidial.
Bti - Bacillus thuringiensis subsp. israelensis

Na representag¢fo esquematica do pUC8 sé6 estiio assinalados os

genes e sitios de restri¢o de interesse.
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4.3 - Caracterizagio dos clones recombinantes

A caracterizagZo dos clones recombinantes a partir do banco
plasmidial foi efetuada através de varias estr atégias: 1 -
atividade hemolitica; 2 - atividade larviei da; 3 - hibridizag¢Zo
com © gene da proteina dé 28 kD; 4 - analise imunoclédgica dos

peptidecs produzidos pelos genes clonados.

4.3.1 - Caracteriza¢fo da atividade hemolitica

Os clones recombinantes de E.coli TG1 foram plaqueados em
meio Agar Sangue contendo ampicilina. Apés o crescimento a 37°C
por 18 horas, verificou-se que alguns clones produziam halo de

hemélise porém muito pequenc Cinferior a 1 mmd), visualizados com

auxilio de um negatoscépio.De um total de 880 coldénias testadas
8.2% apfesentaram halo de hemélise. Posteriormente, extratos
celulares de O clones recombinantes hemoliticos, escolhidos pela
nitidez do halo, foram liofilizados e solubilizados em bicarbonato
de sédio 0.1 M contendo 0.01 U/ml de protease C(Sigmad. Quando
crescidos em n@io kgar Sangue a 37°c por 18 horas, verificou-se a
produgdo de halo de hemélise aumentado em rela¢Xo aoc produzide no
teste anterior em 8 dos © clones recombinantes de E.colti Cfigura
4. A E.coli que recebeu o plasmidio vetor puUC8 intacto, foi
utilizada como controle e nXo apresentou formag3io de halo em

nenhum dos testes de hemdlise.
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Figura 4 - Clones recombinantes com atividade hemolitica.

Da esquerda para direita extratos celulares de: linha 1:

B. thuringtensis subsp. {israelensis (a esquerdade de £E.coli TG1

contendo plasmidio pUC8 intacto (a4 direitad; 1linha 2: clones

recombinantes CR1, CRZ2 e CR3; linha 3: clones recombinantes CR4,

CRS e CR6; linha 4: clones recombinantes CR7, CR8 e CRS.
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4.3.2 - Caracteriza¢®%o da atividade larvicida

Os clones recombinantes de £.coli hemoliticos positivos
selecionados na etapa anterior com as células intactas foram
testados em biocensaios para avalia¢3o da atividade larvicida em
larvas do segundo estagio de 4. jfluviatilise. Foram testados 70
clones e selecionados © com atividade larvicida, oS quais
correspondem aos @ clones testados para atividade hemolitica com
extratos celulares solubilizados. A Tabela 2 mostra os dados de
mortalidade larval acumul ada causada pelos clones recombinantes nos
intervalos de 24 e 48 horas de bicensaio. No tratamento controle
onde fol inoculado a E.colt TGl portadora do plasmidio pUC8 intacto
nZo houve mortalidade larval. Os clones recombinantes de E.coli TG1
receberam a denominag3o CR @ a respectiva numerago de 1 a 9. Dos @
clones larvicidas, soménte o© CR7 nXo apresentou atividade

hemolitica no teste realizado com extrato celular.

4.3.3 - Andlise dos fragmentos de DNA clonados de

B. thuringiensis subsp. israelensis

Os plasmidios hibridos dos clones recombinantes de CR1 & CRO
foram extraidos em pequena escala, digeridos com a enzima de

restri¢3o Hind III e analisados apés corrida eletroforética.

A digest3o dos plasmidios hibridos apresentou fragmentos de

DNA cujos tamanhos aproximados variaram de 700 pb a 2.26 kb e
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est3o apresentados na figura 4.

Os plasmidios dos clones recombinantes CR3, CRS e CRSB
apresentaram insertos de DNA de mesmo tamanho, aproximadamente
2.26 kb. Os clones CR7 e CRO apresentaram plasmidios com insertos
de aproximadamente 1.75 kb e 700 pb, respectivamente. A digest3o
com Eigg III dos plasmidios dos clones CR1, CRZ e CR4 nXo resultou
em liberag2o de fragmentos visiveis pela anAlise em gel de
agarose. Na figura 5 o plasmidio hibrido do clone CR8 nZo se
apresenta digerido porém resultados de cutras digest@es mostraram
que este plasmidio n¥o libera fragmentos visiveis pela andlise em

gel de agarose.

4.3.4 -~ HibridizacZo com © gene da proteina de 28 kD

O experimento de hibridizaé!o com a sonda do gene da proteina
de 28 kD'de B. thuringiensis subsp. israelensis foli realizado com os
G clones recombinantes de E.coli! larvicidas e hemoliticos. Nenhum
dos clones testados apresentou homologia com o ol igonucleoti{deo
sintetizado a partir da sequéncia do gene da proteina de 28 kD
(Waalwi jk et al, 108B6).

Entretanto, o© oligonucleotideo apresentou homologia com o
vetor de clonagem pUC8 utilizado, pois em todos os clones testados

houve hibridiza¢Ze com o vetor.
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Tabela 3 - Mortalidade causada pelos clones recombinantes de

E.colil Cad

LINHAGENS MORTALIDADE LARVAL ACUMULADA
24 h i h

Nam. | % Nam. | %
CR1 6 30 14 70
CR2 o o o 45
CR3 8 40 18 80
CR4 3 18 16 80
CRB B 28 17 85
CR6 0 0 11 55
CR7 4 20 10 o5
CR8 4 20 16 80
CRG 1 5 18 80
TG1 . /pUCS . o o o o
GR 20 100 20 100

Cad Numero de larvas testadas-linhagem = 20.
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2.2c—» EYSSW

Figura B - Perfil eletroforético da restri¢Xo com Hind III do

plasmidio pUCB e dos clones recombinantes de E.colt.
A = pUCB8-/Hind III; de B a J, clones recombinantes: CR3, CRS,

CR6, CR7, CR®, CR1, CR2, CR4 e CR8. PadrZo de peso molecular a

esquerda: A-Hind III
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4.3.8- Analise imunolégica das proteinas produzidas pelos

clones recombinantes de E.coli

Foram produzidos anticorpos contra as principais fragSes
polipeptidicas de 68, 38 , 28 e 17 kD de B. thuringiensis subsp.
israelensis isoladamente. ds antisoros preparados foram utilizados
na analise imunolégica (Western-blot) das proteinas produzidas
pelos clones recombinantes de £E.coli! larvicidas e hemoliticos
positivos.

NZXo fol efetuado um titulo prévio dos antisoros e a diluig¢io
utilizada foi baixa tendo sido obtida, portanto, fraca reagio com
os anticorpos. Apesar dos antisoros terem sido utilizados
separadamente na reagio com as proteinas imobilizadas na membrana,
registrou-se apenas o© resultado final da anaAlise imunocldégica
(figura 6). Houve reag¢fo inespecifica com algumas proteinas
provavolﬁonto devido & existéncia prévia de anticorpos para E.coll
@ a ineficiéncia da imunopurifica¢fo realizada.

Na tabela 4 est3o sumarizados os resultados obtidos com a
andlise imunolédgica (figura 86). O anticorpo contra a proteina de
68 kD reagiu com a—fracﬁo protéica correspondente da linhagem GR
da subspécie israelensis, mas nio reconheceu nenhum polipeptideoc
dos extratos celulares dos clones recombinantes. O anticorpo
contra a proteina de 38 kD reconheceu um polipeptideo de tamanho

semelhante na linhagem GR e em todos os clones testados porém,

apresentou reagfo cruzada com um peptidec de 33 kD nos clones CR3,
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CRE, CR6 e CR8. O anticorpo contra a proteina de 28 kD reconheceu
um peptideo de 28 kD em todos os clones testados e na linhagem GR.

Sel ecionou~-se somente os clones CR3, CRS, CR6, CR7 e CR8 para
a anailise imunolégica pois pretendia-se verificar os peptideos
produzidos pelos trés primeiros que apresentaram inserto de DNA do
mesmo tamanho Cfigura 83 og peptideos produzidos por um clone n3oc
hemolitico, CR7, e por um clone que nXo havia liberado fragmento

visivel pela anidlise em gel de agarose, CR8, (figura B).
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Figura 6 - Rea¢3o imunolégica das proteinas produzidas pelos

clones recombinantes de £. co;i.

De A a E, extratos celulares dos clones recombinantes de
E.coli: CR8, CR7, CR6, CRS e CR3; F = extratoc celular de E.coll
TGl portadora do piasmidio pUC8 intacto; G = extrato celular de
B. thuringiensis subsp. tisraelensis linhagem GR. Padrioc de peso
molecular a esquerda: miosina, 200 kD; fosforilase, 2.8 kD;

albumina de soro bovino, 68 kD; ovalbumina, 46 kD; anidrasse
carbédnica, 30 kD; inibidor de tripsina, 21.8 kD; lisozima, 14.3

kD.
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Tabela 4 - ReagZoc das proteinas produzidas pelos clones

recombinantes com os anticorpos contra proteinas de Bacillus

thuringiensis
Linhagem Anticorpo CkDD
ou 68 38 33%| a8 | 17
clone :
GR + + - + -
CR3 - + + + -
CRS - + + + -
CR6 - + + + -
CR7 - + - + -
CR8 - + o+ + -
Cad — N3o foi preparado anticorpo contra essa proteina.
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S - Discuss3o

O presente trabalho teve por objetivo a clonagem molecular dos
gene do cristal protéico de B. thuringiensis subsp. israelensis para
posterior determinagfo dos papéis bioldgicos dos peptideos produzidos
pelos clones recombinantes.

A linhagem GR utilizada para a extrag3o de DNA plasmidial
contendo o gene do cristal protéico, demonstrou ter atividade tdéxica
para larvas de 4. fluviatilis e atividade hemolitica para eritrécitos
de carneiro. Esta linhagem apresentou atividades bicldégicas
caracteristicas do cristal protéicol da subspécie @, portanto,
adequou-se aos nossos interesses de estudo.

Segundo Klier 'e Rapoport (1987) os «cristais da subspécie
israelensis s3do constituidos de 3 polipeptideos principais de 28, 68 o
130 kD. Entretanto, Ibarra @ Federeci (18886) mostraram que quando os
cristais da subspécie tisraelensis s3o solubilizados em condigdes
alcalinas antes de serem analisados através de SDS-PAGE, ha um aumento
consideravel no namer o das proteinas do cristal, aparecendo
polipeptideocos de 83, 38 e @24 kD entre outros polipeptideos adicionais.
Varios outros autores relataram a ocorréncia de polipeptidecs
adicionais (Davidson e Yamamoto, 1984; Yamamoto et al, 1883; Thomas e
Ellar, 1983; FPfannenstiel et al, 1984: Lee et al, 1988; Chilcott e
Ellar, 1688) e Davidson e Yamamoto (1984) sugeriram que estes
polipeptideos resultam da protedlise dos 3 polipeptideos principais

pela ag3o das proteases associadas ao cristal protéico.
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O padrdo eletroforético obtido para as proteinas do extrato total
da linhagem GR da subspécie israelensis, revelou a ausénecia do
polipeptidec de 130 kD e a presenga de 4 polipeptideos principais de
68, 38, 28 e 17 kD. Como n3o foi efetuada a solubilizag3o das
proteinas em pH alcalino este resultado contraria o que foi dito por
Ibarra e Federeci (1886), sugerindo que talvez nesta linhagem GR o
cristal protéico seja constituido por estas fra¢@es principais. Outras
fragBes protéicas também foram obtidas inclusive a de 53 kD, a qual
Ibarra e Federeci (18880 atribuiram ser resultado da clivagem
proteoclitica da proteina de 130 kD. Estes mesmos autores sugeriram que
o polipeptidec de 38 kD também & result#nte de quebra proteoclitica de
uma proteina de 68 I;D. O peptideo de 17 kD encontrado no perfil
eletroforetico da linhagem GR ndo encontra citag3o correspondente na
literatura.

A maioria dos trabalhos de clonagem molecular do gene do cristal
protéico da subspécie israelensis utiliza como vetor de clonagem,
plasmidios da série pUC que se constituem bons vetores de expressioc. O
uso do pUC8 comoc vetor de clonagem no presente trabalho, proporcionou
um bom sistema de seleglo direta de clones recombinantes através da
marca de resisténcia ao antibiético ampicilina e da reag3o negativa ao
X-gal devido a insergdo de DNA exdgeno no gene estrutural da
f3—gal actosidase.

A detecgqo de atividade hemolitica entre os clones recombinantes
de L.colt foi feita inicialmente através do indculo dos mesmos em meio

Agar Sangue. Através deste experimento, pédde-se selecionar alguns
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clones c&m atividade hemoclitica apesar dos halos de hemélise
produzidos serem muitoc pequenos. A baixa atividade hemolitica
detectada poderia ser atribuida & insuficiéncia da secregdo da
proteina produzida ou a reduzida expressioc do gene clonado.
Procurou-se, entIo, obter extratos celulares através da sonicago das
células dos clones recombinantes para que se obtivesse a proteina do
gene clonado livre.

Utilizando-se as condig8es sugeridas por Sandler et al {19885)
para o preparo dos extratos celulares dos clones recombinantes de
E.colt, verificou-se um aumento da expressdo da atividade hemolitica,
resultando num halo de hemélise maior. A'exceqzo ocorreu com o clone
CR7 que, muito embora .tenha sido considerado positivo no primeiro

teste de hemdlise, apresentou-se negativo para a formag2o do halo de

hemélise no segundo teste com extrato celular. As condig8es utilizadas
para esse ensaio tn vitro requerem o© uso de pronase em condig¢des
alcalinas para uma maior atividade de hemélise. Num sistema in vivo,
entretanto, a ativag8o do peptideo relacionado com a atividade
hemolitica pode ocorrer por a¢g3o de enzimas protecliticas existentes
no trato intestinal da larva (Sandler et al, 1988).

Os resultados obtidos com os testes de atividade hemolitica
demonstraram, ent3o, que o genes clonados relacionados com a
atividade hemolitica tem um bom nivel de expressdoc em Escherichia coltl
porém nio sTo eficientemente secretados para o exterior da célula. Os
trabalhos de Emr (19840 e Tommassen (1985) com estudos de fus3o génica

com o© gene da [fli-galactosidase, presente no pUC8, corroboram os

h
i
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resultados obtidos nesse trabalho pois os autores citados ndo
obtiveram sucesso na secreglo dessa enzima para o exterior da célula.
Para verificag@o da atividade larvicida nos clones recombinantes

de E.coli também foi encontrado o problema da secreg3o da proteina
produzida pelo gene clonado. Biocensaios realizados com células
intactas dos clones recombinantes de £E.coli n3o resultaram em
mortalidade das larvas. Da mesma forma, biocensaios realizados com os
extratos celulares dos clones recombinantes, solubilizados em tamp3o
alcalino CNazCO3 50 mM, pH 10.8) conforme sugerido por Ward et al
(19884), nf3o resultaram em mortalidade larval (dados n3o apresentados).
Visser et al (19880 mostraram que apds solubilizag¢3oc o cristal da
subspécie israelensis tem sua toxicidade reduzida de B0 até 100 vezes
€ sugeriram que esta rédu;ﬁo ndo & devida a perda da toxicidade mas a
reducqo do nivel de ingest3o de particulas menores pelas larwvas dos
insetos. Chilcott e Ell a'r 19880 corroboraram esta hipétese
precipitando em pH 4.8 as proteinas solubilizadas do cristal da
subspécie israelensis e obtendo um aumento de 3 vezes na toxicidade.

No presente trabalho, os biocensaios foram realizados com extratos
celulares dos clones recombinantes de E£scherichia coll obtidos através
de sonicaglo e sem solubilizagSo. Os resultados obtidos revelaram
atividade larvicida cujos niveis de mortalidade variaram de 48 a 98%
em 48 horas.

Quando comparada com a linhagem GR a mortalidade causada pelos

clones recombinantes obtidos foi inferior pois aquela, na mesma

dosagem, causou 100% de mortalidade em 30 minutos Cdado n3o
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apresentadol. Apesar dos resultados obtidos no presente trabalho
mostrarem niveis de atividade larvicida menores, todos os clones podem
ser considerados como positivos gquando comparados ao controle. A
" comparagdo do nivel de mortalidade causada pelos clones recombinantes
com os obtidos com outros genes clonados em diversos trabalhos foi
dificultada pois na maioria deles, a mortalidade é expressa através do
parametro Lcso' Entretanto, péde-se observar em alguns trabalhos (Ward
et al, 1@88; McLean e Whiteley, 19870que o LC50 dos recombinantes ¢
muitas vezes superior ao LC50 de Bacillus thuringiensts subsp.
israelensts.

A analise imunoldédgica com anticorpos produzidos contra as
proteinas de 688, 38, 288 e 17 kD da linhagem GR foi feita somente com
alguns clones recombinahtes obtidos, os clones CR3, CR8, CRB, CR7 e
CR8. Desses recombinantes o clone CR7 &é larvicida positivo mas n¥o &
hemolitico , os demais s3o ﬁodos positivos para as duas atividades
bioldégicas testadas.

O anticorpo contra a proteina de 68 kD n3o reagiu com nenhuma
fragdo proteica dos clones analisados e portanto esta protefna n3io &
produzida pelos clones obtidos. O antisoro da proteina de 17 kD n3o
reagiu com o B. thuringiensis subsp. israelensis indicando que esta
fragl3o protéica é pouco imunogénica uma vez que e©la se apresentou mais
concentrada que as demais no gel de SDS-PAGE e consequentemente foi
utilizado proporcionalmente mais protefina para o preparo do antisoro
contra essa frag¢do.

Os resultados da andlise imunoldgica mostraram que o anticorpo
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contra a proteina de 38 kD apresentou reagfoc positiva com um
polipeptidec de 38 kD e reag3%c cruzada com um peptideo de 33 kD nos

clones CR3, CRS5, CRB e CR8. Somente o clone CR7 n¥o apresentou o
‘peptideo de 33 kD. Este peptideo de 33 kD também nXo é detectado na

subspécie israelensis ou pelo menos n3oc o é como produto principal.
Este resultado da analise imunolégica sugeriu a possibilidade da
proteina de 33 kD ser um produto da ag3c de proteases dos clones
recombinantes de E.coli sobre o peptideo de 38 kD. Provavelmente, o
gene da proteina de 38 kD deve codificar para uma sequéncia especifica
de clivagem para o peptideo de 33 kD.

O clone CR7 mostrou atividade 1afvicida mas n¥o atividade
hemblitica © a analise imunoldgica revelou a presenga dos dois
polipeptideos de 28 e Sé kD. Estes resultados sugerem que a express3o
da atividade hemolfitica do cri.st.al protéico da linhagem GR estudada em
E.colt pode 'serdependente da presenga de um peptidec de 33 kD,
entretanto, um maior numero de casos semelhantes devem ser examinados
afim de se comprovar tal conclusfo.

A analise do perfil eletroforético dos plasmidios dos clones CRZ,
CRS, CRB e CR7, mostrou a presenca de um inserto de 2.28 Kb para os
trés primeiros clones e um inserto de 1.78 Kb para o C(CR7. Os
resultados obtidos pela analise imunolégica e pela analise do perfil
eletroforético sugerem que o cloxje CR7 pode n3o apresentar a regi3o
especifica de clivagem acima sugerida no gene do peptideoc de 38
l;D. Consequentemente, neste clone o peptideo de 38 kD n3o pode ser

processado e assim resultar no peptideoc de 33 kD.
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Os resultados obtidos neste trabalho, entretanto, nIo permitiram
a atribuigfo da atividade hemolitica nem aoc peptidec de 38 kD nem ac
de 28 kD pois em nenhum dos clones analisados imunologicamente foram
obtidos esses peptideos isocladamente. A proteina de 28 kD tem sido
associ;da com a atividade hemclitica em alguns trabalhos (Davidson e
Yamamoto, 1884; Armstrong et al, 1988, Hurley et al, 19838; Held et al,
19886, Ibarra @ Federeci, 1988; Mclean .e Whiteley, 1987). Dessa forma,
o isolamento de clones produtores dessa proteina era de certa forma

prevista desde que a selecg¢So inicial foi efetuada considerando-se essa

caracteristica. Entretanto, a associaglo com a proteina de 38 kD foi
inesperada. Essa associagio ocorreu com todos os quatro clones
analisados imunologicamente, exceglo feita ao CR7 ja discutido
anteriormente, sugerindo-a possibilidade dos genes que codificam para
os peptideos de 28 e 38 kD serem contiguos na linhagem GR.

Com rela¢lo a atividade larvicida, a analise imunoldgica somente
pode nos sugerir que ela pode ser produto da ag3io ou do peptideoc de 28
kD ou de 38 kD. Entretanto, n¥o se pode excluir um efeito sinergistico
entre as proteinas de 28 e 38 kD. A anadlise do perfil eletroforético
dos plasmidios dos clones CR3, CRS5, CR8 mostrou a presenga de um
inserto de aproximadamente 2.26 kb. Entretanto, os biocensaios
realizados com larvas de A. fluviatilis mostraram que apesar dos clones
CR3 e CRSB terem‘apresentado un mortalidade semelhante entre si, o
clone CRB causou um nivel de mortalidade inferior. Estes resultados
sugerem que © clone CRB pode ter um inserto diferente dos clones CR3 e

CRS.
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O experimento de hibridizag3o com o oligonuclecotideo sintetizado
a partir da sequéncia do gene da proteina de 28 kD clonado por
Waalwi jk et  al (1988), mostrou que o gene da proteina de 28 kD
presente nos clones CR3, CRS5, CRB, CR7 e CR8, n3oc tem homologia com
este gene clonado. Como discutido no item 2.2.2 a auséncia de
homologia entre os genes clonados dos peptideos do cristal foi
detectada ﬁor di versos autores atfavés de hibridizag¢3o com
oligonucleotideos, sugerindo a existéncia de regifes variaveis dentro
dos genes. A sonda do gene do peptideo de 28 kD pode corresponder a
uma regido variavel do gene sequénciado por Waalwi jk et al C1983). A
ocorréncia dessas regies variaveis dehtro dos genes, resultando na
sintese de peptideos diferentes, deve estar relacionada com a
especificidade toxina-inseto. Para uma melhor confirma¢fo, a sequéncia
de 20 MER sintetizada deveyé ser pesqulsada quanto & possibilidade de
apresentar - homologia com o pUC8 através de programa computador.

Os resultados obtidos com este trabalho de tese abrem a
perspectiva de se utilizar o teste de hemélise em placa de Agar Sangue
como mé&étodo de selegdo direta para clones recombinantes contendo o
gene da proteina hemolitica da subspécie tsraelensis. Muito embora o
trabalho nSo tenha conseguido ser conclusivo a respeito da atribuig¢8o
das atividades bioldégicas de cada peptideo do cristal protéico,
espera-se que a anadlise imunoldgica dos clones recombinantes CR1, CR2,
CR4 e CRY possa esclarecer esta questfo.A inibig¢3Eo dos peptideos de 28
e 38 kD pelos respectivos antisoros nos extratos celulares dos clones

recombinantes poderia determinar a auséncia ou alterag@es nas
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atividades bioldgicas do extrato celular com determinado peptideo
inibido e assim atribuir as atividades hemolitica @ larvicida aos
peptideocs responsaveis.

Pretende-se posteriormente realizar o mapeamento de restri¢io dos
plasmidios hibridos na Lentaiiva de se verificar se os clones CR3 e
CR8 contendo o mesmo tamanho de inserto de DNA de B. thuringiensis
possuem o mesmo fragmento de DNA clonado. Também verificar, através de
mapa de restrigio, se os clones que nio mostraram fragmentos apéds a
restrig3d3o na anadlise em gel de agarose apresentam inserto de mesmo
tamanho do plasmidio vetor.

Pretende-se também realizar bioens#ios com larvas de outras
espécies de mosquitos para a determinag3o da toxicidade dos genes
clonados afim de se. verificar a existéncia de especificidade
toxina-inseto.

Os plasmidios construidos poderdc ser utilizados como sonda para
verificagdo de homologia dos genes do Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis com as demais linhagens de PBacillus thuringtienstis
disponiveis no laboratério.

Concluindo, podemocs dizer que: 1) Foram clonados dois genes do
cristal protéico da subspécie israelensis que codificam para os
peptideos de 28 e 38 kD; 2) Os resultados preliminares obtidos com
clone CR7 sugerem que a expressdo da atividade hemolitica em E.coll

pode ser dependente de um peptidec de 33 kD.
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6 - Resumo
\

Bacillus thuringiensis subsp. tsraelensis & uma bactéria
entomopatogénica que produz cristais protéicos durante o processo
de esporul agXo.

Com o objetivo de se determinar a atividade biolégica das
proteinas constituintes do cristal foi feita a clonagem molecular
dos genes da toxina. A estratégia de clonagem consistiu-se na
inser¢®o de fragmentos de DNA plasmidial de B. thuringiensis subsp.
israelensis no plasmidio pUC8, resultando em plasmidios hibridos.
Foram obtidos 8 clones recombinantes com atividade contra larvas de
A. fluviatilis e hemoliticos para eritrécitos de carneiros e um
clone recombinante com atividade larvicida e nZo hemolitico.

Apds andlise imunolégica com anticorpos produzidos contra as
principais frag®es protéicas de B. thuringienstis subsp.
israelenéis. verificou-se a produgXo dos peptideos de 28, 33 e 38
kD nos clones recombinantes larvicidas e hemoliticos e a auséncia

do peptideo de 33 kD no clone nZoc hemolitico.
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7 - Summary

Bactllus thuringitensis subsp. israelensis is a bacteria
entomopathogenic that produce proteins crystals during the process
of sporulation.

The molecular cloning of the toxin genes was carried out to
determine the bioclogical activities of the crystal proteins
Fragments of DNA plasmids of Bactllus thuringiensis subsp.
tsraelensis were inserted in the vector pUC8 and cells of
Escherichia coli were transformed with the hybrid plasmids. Eight
of the recombinants obtained were active against larvae of
A. fluviatilis and hemolytic for sheep red blood cells, while one of
the recombinants sthed larvicidal activity but did not show
hemolytic activity.

Antibodies were produced against the major proteins of
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis crystal and the
immunodection test showed the presence of three types of proteins
with 28, 33 and 38 kD, respectively. While the clones with
larvicidal and hemolytic activity contained all three types of
proteins, the one with no hemolytic activity lacked the 33 kD

protein.
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