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RESUMO
DISSERTAQAO DE MESTRADO
Jeane Quintanilha Chaves

Vinte e oito estirpes de Bacillus thuringiensis autoaglutinantes foram estudadas, mediante 0 emprego de
métodos fenotipicos e genotipicos, com o objetivo de se avaliar a similaridade e a homogeneidade intra-
especifica entre essas estirpes, isoladas de diferentes nichos ecoldgicos e distintos locais. Na avaliacdo da
atividade biol6gica qualitativa foram efetuados bioensaios preliminares contra duas espécies de
mosquitos-vetores: Aedes aegypti (vetor do Dengue e Febre Amarela) e Culex quinquefasciatus (vetor da
Filariose Bancroftiana). Os resultados da atividade larvicida mostram que 26 estirpes foram patogénicas
aos mosquitos-vetores (mortalidade larval > 50%) e duas estirpes apresentaram baixa toxicidade
(mortalidade larval entre 0% e 20%). Quanto aos caracteres fenotipicos, as estirpes demonstraram, em sua
maioria, 0S mesmos parametros caracteristicos para a espécie em estudo. No perfil de resisténcia, as
estirpes revelaram mdaltipla resisténcia a antimicrobianos, destacando-se que as 28 estirpes apresentaram
100% de resisténcia a seis antimicrobianos (Bacitracina, Lincomicina, Penicilina G, Polimixina G,
Rifampicina, Vancomicina) e somente dois, Netilmicina e Sulfametoxazol/Trimetoprim, demonstraram
100% de inibicdo para as estirpes estudadas. A analise das proteinas dos cristais de protoxinas revelaram
cinco grupos com perfis protéicos distintos. O principal grupo incluem-se 23 estirpes mosquitocidas, as
quais apresentaram o mesmo perfil protéico do sorovar israelensis. Através da eletroforese de isoenzimas,
foi observada a presenca de trés tipos eletroforéticos (TES). Todas as estirpes mosquitocidas agruparam-se
em um Unico TE. O polimorfismo do DNA, obtido com amplificagdo do RAPD-PCR, formou para cada
um dos seis iniciadores, trés diferentes perfis de RAPD para as 28 estirpes autoaglutinantes,
possibilitando, desta forma, correlacionar os perfis obtidos com a toxicidade verificada nos bioensaios
gualitativos. Todos os amplicons produzidos pelas estirpes autoaglutinantes mosquitocidas, para cada um
dos seis iniciadores utilizados, apresentaram-se idénticos ao amplicon produzido pelo sorovar israelensis.
Para as estipes atoxicas, cada iniciador reproduziu amplicons distintos, 0 que demonstra tratar-se
provavelmente de sorovares diferentes. Por fim, mesmo ndo sendo identificada pela sorologia flagelar
classica, as 26 estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis apresentaram na analise isoenzimética e no
perfil de RAPD, caracteristicas compativeis com aquelas conhecidas em B. thuringiensis sorovar

israelensis.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Jeane Quintanilha Chaves

Twenty eight “autoagglutinating” strains of Bacillus thuringiensis were studied by using through
phenotypic and genotypic methods, aiming to evaluated the intra-specific similarity and
homogeneity between them. Strains were isolated from different ecologic niches and distinct sites
and could not be serologically typed. Biological activity was evaluated through bioassays against
two species of mosquitoes: Aedes aegypti (vector of Dengue and Yellow Fever) and Culex
quinguefasciatus (vector of Bancroftian Filariasis). The results of the larvicidal activity
demonstrated that 26 “autoagglutinanting” strains were toxic to mosquitoes-vectors (mortality >
50%) and two strains presented low toxicity (mortality among 0% to 20%). The phenotypic
characters of these bacterial strains demonstrated in their majority the same peculiar properties
for the species under study. The resistance profiles of strains revealed multiple resistance to
antimicrobials, being all these 28 “autoagglutinanting” strains 100% resistant to six
antimicrobials Bacitracin, Lincomycin, Polymyxin B, Penicillin G, Rifampicin, Vancomycin and
only two Netilmicin and Sulphamethoxazole/Trimethoprim, showed 100% of inhibition. The
protein profiles of crystals components revealed four classes with distinctive protein patterns. The
main class includes 23 mosquitocidal strains, which demonstrated the same protein profile of the
serovar israelensis. Using isoenzyme analysis (MLEE), it was observed the presence of three
electrophoretic types (ETs). The mosquitocidal strains grouped into one ET. The random
amplified polymorphic DNA analysis (RAPD) was evaluated using six primers, which
demonstrated three different patterns for the 28 “autoagglutinanting” strains, allowing to correlate
the profiles obtained with the toxicity observed in the bioassays. The RAPD patterns established
by mosquitocidal strains, demonstrated to be identical to the one of serovar israelensis. However,
to strains of low toxicity, each primer established distinctive RAPD patterns, which demonstrated
that these strains belongs to different serovars. Although the flagellar serotyping has not been
identified the 26 “autoagglutinanting” strains of Bacillus thuringiensis, MLEE and RAPD

profiles were compatible to that of Bacillus thuringiensis serovar israelensis.
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Micrografia eletronica do esporéngio de Bacillus thuringiensis
sorovar israelensis, revelando o esporo (spore) e a inclusdao
paraesporal (crystal). A barra equivale a 0,5um. (Reproduzido de
Regis et al, 2001).

Posi¢cbes dos blocos conservados entre as diferentes classes de o-
endotoxinas. A sequéncia dos blocos sdo mostrados em cinza
escuro, cinza claro ou branco para indicar alto, moderado ou baixo
grau de homologia, respectivamente, na seqiiéncia consenso de cada
bloco conservado. (Reproduzido de Schnepf et al, 1998).

Estrutura tridimensional das proteinas CrylA, Cry3A e Cyt2A.
(Reproduzido de Schnepf et al, 1998).

Representacdo da estrutura tridimensional da toxina CryllBb. A:
Diagrama em fita da oJ-endotoxina Cryl1Bb, mostrando a
organizacdo dos dominios. B: Os trés dominios s&o: I, um feixe de 9
a-hélices e duas fitas B curtas (fucsia); Il, reunido de trés folhas
B (base); Il, um B-sanduiche (parte superior direita). (Reproduzido
de Gutierrez et al, 2001).

Comparagdo dos dominios estruturais das proteinas CrylAa,
Cry11Bb e Cry3A. No plano superior, 0 dominio | mostra que as trés
toxinas sdo quase idénticas. No plano interno do dominio II, as
diferencas entre as trés toxinas estdo localizadas, especificamente, nas
alcas internas da figura. No plano inferior o dominio Il ndo
demonstra diferencas, exceto nas algas 16-p17, localizada no meio
da figura. (Reproduzido de Gutierrez et al, 2001).

Representagdo esquematica do modelo ‘“‘guarda-chuva”, proposto
para representar as interacbes da d-endotoxina Cry3A com
membranas fosfolipidicas, mostrando a insercdo das hélices a4 e a5
na membrana, como um grampo helicoidal. As hélices estdo coloridas
de acordo com a seqliéncia do arco-iris.(Reproduzido de Gazit et
al,1998).

Representagdo esquematica do modelo “canivete”, proposto para
representar as interagcbes da &-endotoxina Cry3A com membranas
fosfolipidicas, mostrando a inser¢cdo das hélices o5 e o6 na
membrana, como um grampo helicoidal. O receptor é indicado pela
letra R. (Reproduzido de Knowles, 1994).
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Figura 8:

Figura 9:

Figura: 10:

Figura 11:

Figura 12:

Modelo da interacdo da &-endotoxina com a membrana lipidica. (a)
Esquema da estrutura tridimensional da proteina Cry3A com as trés
a-hélices da porcdo N-terminal afastadas da estrutura. Os dominios I,
Il e 11l sdo mostrados em vermelho, verde e azul, respectivamente.
(b) A superficie molecular das toxinas sem as hélices al- a3. As
regides hidrofébicas da superficie sdo mostradas em verde. As
projecdes da trés a-hélices omitidas sdo mostradas como cilindros.
(c) Representagdo esquemaética da interagdo da &-endotoxina com a
membrana lipidica. As hélices al- a3 na estrutura da -endotoxina
ndo sdo mostrados. (Reproduzido de Loseva et al, 2001).

Estrutura global do monémero Cyt2A. Diagrama em fita, mostrando
que as camadas helicoidas séo feitas de dobras em grampo e que uma
fita na folha B € composta por dois fragmentos ndo contiguos (B2 e
4), com sentidos opostos. O decline colorido (vermelho na regido N-
terminal ao magenta na fracdo C-terminal segue a ordem do arco-iris)
mostra que, na sequéncia peptidica, o par de hélices A-B precede o
par de hélices C-D, o qual, precede as fitas internas da folha. No
espaco entre Bl e P2, insere-se a equivalente fita B1 de outro
mondmero, para formar uma folha dimérica. (Reproduzido de Li et
al, 1996).

A representacdo esquematica do modo de interagdo na membrana
pela toxina Cry4A. Existem duas vias paralela distinta, conduzindo a
ligacdo irreversivel na superficie da célula-alvo. (A) Associagdo
direta e ndo-especifica da toxina Cry4A, com a superficie da
membrana. (B) Ligacdo inicial reversivel da toxina ativada com
receptores especificos, e em seguida, a insercdo da toxina na
membrana, induzindo a formacdo do canal funcional. (Reproduzido
de Yamagiwa et al, 2001).

Os dois modelos hipotéticos do modo de acdo da proteina Cyt1A. (1)
A toxina soltvel difunde na fase extracelular. (2) Durante a passagem
pela membrana, as toxinas modificam a conformacédo estrutural e
ligam-se aos lipideos. (3) As toxinas ou inserem-se na bicamada
lipidica, onde formam poros oligoméricos, ou permanecem
(possivelmente agregadas) dispersas na superficie da membrana, onde
encontram-se fragmentados dentro do complexo lipideo/toxina. As
moléculas intracelulares (circulos pretos) fluem ou através dos poros
ou através das falhas na bicamada lipidica. (Reproduzido de Butko,
2003).

Fenograma resultante da taxonomia numérica baseada em dados da
analise de resisténcia aos antimicrobianos de estipes de Bacillus
thuringiensis autoaglutinantes.
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1- INTRODUCAO

1.1 — O Género Bacillus e Espécies Entomopatogénicas

Os Bacillus formam um extenso grupo taxonémico bacteriano, e tém variadas caracteristicas
fisioldgicas, bioquimicas, citoldgicas e genéticas. Este género, que pertence a Familia
Bacillaceae, tem células em forma de bastdes retos ou quase, isolados, aos pares ou formando
cadeias. Tém a capacidade de produzir endosporos e dai esporos livres termo-resistentes. A forma
do enddsporo e o aspecto da célula-mée produtora do esporo, o esporangio, sdo caracteristicas
préprias do Género Bacillus. Estes esporos sdo usualmente cilindricos, elipticos, ovais ou ainda
redondos, sendo que, durante a formacéo do enddsporo, o esporangio pode ou nédo se deformar. A
localizag&o do esporo pode ser central, subterminal e terminal, ou ainda em posigéo lateral dentro
do esporangio (Gordon et al, 1973; Claus & Berkeley, 1986).

As bactérias deste género sdo aerdbicas ou anaerdbicas facultativas, estando esta ultima
propriedade dependente de condi¢Bes de cultivo e nutrientes. O metabolismo é estritamente
respiratorio, estritamente fermentativo ou ambos, usando varios substratos. O oxigénio é o
aceptor terminal de elétrons, substituivel em algumas espécies por vias respiratorias alternativas.
Sao quimiorganotroficos, raramente quimiolitotroficos. Coram-se pelo cristal de violeta do
método de Gram, entretanto existem espécies que fixam o cristal de violeta somente em culturas
jovens, tornando-se depois células Gram-labeis ou Gram-negativas. O peptidoglicano da parede
celular, da maioria das espécies do género, é do tipo que possui ligagbes cruzadas de &cido
diaminopimélico. As células vegetativas possuem flagelos em geral peritriquios, 0s quais como
antigenos tém importancia auxiliar na taxonomia, por favorecer o estabelecimento de sorotipos e

sorovares dentro das espécies (Gordon et al, 1973; Claus & Berkeley, 1986).

O numero de espécies tem aumentado razoavelmente nos ultimos anos passando das 65
espécies citadas no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1986) para cerca de 114, muito
embora algumas espécies de Bacillus, como B. polymyxa, B. popilliae, B. larvae, B. alvei e B.
macerans tenham sido transferidas para novos géneros como Paenibacillus (P. polymyxa, P.

popilliae, P. larvae) e Brevibacillus (B. brevis e B. laterosporus). Estas reclassificagfes foram

15



baseadas sobretudo em analises comparativas da sequéncia do RNA ribossomal 16S (Ash et al,
1991, Ash et al, 1993 e Shida et al, 1996).

A maioria das espécies formadoras de enddsporos aerobios, aparentemente, possui pouco ou
nenhum potencial patogénico e estdo raramente associadas com enfermidades em humanos e
outros animais. As principais excegdes incluem o B. anthracis, 0 agente do antraz, e o B. cereus,
que pode crescer em alimentos e produzir enterotoxinas capazes de causar doencas de origem
alimentar; além das espécies citadas, particularmente o B. licheniformis também vem sendo
associado com intoxicacdo alimentar e outras infeccGes em animais e no homem. A resisténcia
dos esporos ao calor, radiacdo, desinfetantes e dessecagdo resulta em formas resistentes que
contaminam salas de cirurgias, jalecos cirurgicos, produtos farmacéuticos e alimentos estocados
(Logan & Turnbull, 2003).

Inimeras espécies deste género e de correlatos possuem importancia médica e clinica, com
uma ampla variedade de possibilidades: na producdo de antibidticos (particularmente a
bacitracina do B. licheniformis e a polimixina do P. polymyxa) ou vitaminas (como vitamina B12
e B2 do B. megaterium e biotina e riboflavina do B. subtilis); como base para testes de
antibioticos (B. cereus, B. circulans, B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis e Geobacillus
stearothermophilus); na validacdo de desinfetantes (B. cereus) e no monitoramento de fumigagéo
(B. subtilis); nos processos de esterilizacdo (G. stearothermophilus) e de radiacdo (B. pumilus); e
em diversos exames clinicos (como teste para &cido Urico utilizando o B. fastidiosus, um teste
para deteccdo de Chlamydia utilizando uma variante da subtilisina do B. subtilis e um teste para
triagem de sangue para fenilcetondria utilizando também o B. subtilis). As endonucleases de
restricdio e DNA polimerases de varias espécies de Bacillus sdo consideradas importantes
ferramentas de pesquisa para melhor esclarecimento de doencas e no aprimoramento de
diagnosticos (Logan & Turnbull, 2003).

Também integram o grupo de Bacillus varias espécies entomopatogénicas, as quais por
sintetizarem protoxinas de natureza glicoprotéica (corpos paraesporais) ou protoxinas cristalinas,
sdo capazes de causar intoxicacdo e eliminar consideravel nimero de insetos. Sabe-se que a
espécie B. thuringiensis é capaz de produzir intoxicag&o e, ou, septicemia em Diptera, Coleoptera
e Lepidoptera, e que muitas estirpes, isoladas recentemente, tém exibido atividade contra

Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera, Mallophaga e Isoptera (Fortes-Castilhos et al, 2002; Pinto
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et al, 2003), assim como contra nematdides, acaros e protozoarios (ludina, 1996; Schnepf et al,
1998). As delta-endotoxinas, como corpos sélidos cristalinos imersos no citoplasma, situam-se
adjacentes aos esporos e sdo de longa data também conhecidos pela denominagdo de corpos
paraesporais. Esses corpos sdo estruturas com massas moleculares que variam de 25kDa até
140kDa sintetizados durante a esporogénese, e quando observados sob microscopia de contraste-
de-fase (1.000 aumentos ou mais) exibem as formas mais variadas. Assim, numa investigacdo
sobre 2.793 cepas da espécie B. thuringiensis isoladas de diferentes regides geograficas do
planeta, 45,9% das delta-endotoxinas eram do tipo bi-piramidal, 14,2% esféricas, 4,4%
retangulares ou cubdides, 16,4% irregularmente esféricas e 19,1% do tipo puntiforme-irregulares
(Bernhard et al, 1997).

Duas estirpes destacam-se como principios tdxicos de inseticidas larvicidas de mosquitos, 0
B. thuringiensis sorovar israelensis H 14 e o B. sphaericus H 5a, 5b (cepa 2362). A primeira atua
contra varias espécies de dipteros das Familias Culicidae e Simuliidae, enquanto que a segunda
possui espectro mais limitado, sendo muito ativa contra espécies de Culex e Anopheles (Weiser,
1984; Margalit & Dean, 1985).

Atualmente, mais de 120 diferentes genes de cristais de 8-endotoxinas ja foram seqlienciados,
sendo alguns também clonados em bactérias ou em plantas (Schuler et al, 1998; Hilder &
Boulter, 1999; Wirth et al, 2000). Estes genes foram grupados em 46 classes variando de cry 1 a
cry 46 e codificam proteinas cujas atividades patogénicas acometem insetos das ordens
anteriormente citadas (Gill et al, 1992; Crickmore, 2000).

1.2 — Bacillus thuringiensis e a Sorologia Flagelar

Muitas espécies do Geénero Bacillus sdo dotadas de flagelos peritriquios que conferem
mobilidade a célula (Claus & Berkeley, 1986). Os flagelos constituem-se de componentes
protéicos fortemente imunogénicos. Sao estruturas constituidas principalmente de proteinas
conhecidas por flagelinas e também antigenos-H, os quais permitem a obtencdo de anticorpos

especificos.
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A introducgdo de sorotipos baseados no antigeno flagelar, ou seja, no antigeno-H, além de
pardmetros bioquimicos mais precisos, facilitou a diferenciagéo entre os varios novos isolados de
B. thuringiensis (De Barjac & Bonnefoi, 1962). Logo, a proposta dos referidos autores, para
classificacdo de B. thuringiensis, apoiou-se em uma base dupla, nos critérios bioquimicos e

soroldgicos.

Além disso, os antigenos-H sdo estaveis, seguros e especificos como foi visto para B.
thuringiensis (De Barjac & Frachon, 1990). Os anticorpos obtidos em anti-soros de animais,
como o coelho, permitem realizar reagdes de aglutinagdo in vitro que revelam fragdes intra-
especificas. Assim, facilitam a chamada classificacdo soroldgica com base no conhecimento dos
sorotipos. Deste modo, os sorovares de B. thuringiensis foram discriminados de acordo com as

caracteristicas antigénicas dos flagelos (De Barjac & Frachon, 1990).

Bonnefoi e De Barjac (1963) determinaram vérias caracteristicas culturais e bioquimicas de
50 cepas de B. thuringiensis e, com o método de analise soroldgica do antigeno-H, foram capazes
de identificar e agrupar as mesmas em nove sorotipos distintos. Norris e Burges (1963) e Norris
(1964), através de analise eletroforética das formas moleculares da enzima esterase,
estabeleceram nove padrdes, que correspondem aos grupos sorolégicos obtidos por Bonnefoi e
De Barjac (1963), com pequenas exce¢des. Os sorovares sotto e dendrolimus, por exemplo, sdo
sorologicamente idénticos, porém mostraram-se distintos quando submetidos a analise da enzima
esterase. Deste modo, Norris e Burges (1963) recomendaram o uso dessa analise em estudos

taxondmicos de linhagens de B. thuringiensis.

Até 1981, ja eram estabelecidos 15 sorotipos, abrangendo 22 sorovares desse bacilo (De
Barjac, 1981). A descoberta de subfatores antigénicos em cinco desses sorotipos — H 3 (De
Barjac & Lemille, 1970), H 4 (Bonnefoi & De Barjac, 1963), H 5 (De Barjac & Bonnefoi, 1962),
H 8 (Habib, 1982) e H 11 (Ohba & Aizawa, 1978) — resultou na divisdo de cada um em dois
subtipos. Com as técnicas mencionadas, havia até 1982 um total de 19 sorotipos, sendo que 5
apresentaram subtipos (Habib, 1982). Na revisdo de 1990, De Barjac e Frachon, identificaram 34

sorovares, incluindo 27 grupos antigénicos e 7 subtipos.
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Lecadet et al (1996) relacionaram 55 antigenos-H e 68 sorovares entre os B. thuringiensis
isolados de praticamente todas as regifes da terra, demonstrando 0 acentuado interesse nas

propriedades entomopatogénicas desta bactéria.

Os estudos sobre esse patogeno indicam que as diferengas bioquimicas e soroldgicas entre 0s
diferentes sorotipos estdo diretamente relacionados com outras caracteristicas, como
especificidade e toxicidade, a qual € essencialmente definida pelas 3-endotoxinas que constituem
o cristal protéico (Ohba & Aizawa, 1978). Os frequentes isolamentos de novas linhagens a partir
de diferentes hospedeiros e fontes, revelam a ampla distribuicdo natural da bactéria, podendo ser

considerada como cosmopolita (De Barjac & Bonnefoi, 1968; Krywienczyk & Fast, 1980).

Lecadet et al (1999) atualizaram a classificacdo do antigeno flagelar das linhagens da espécie
B. thuringiensis e relacionaram 69 sorotipos com 13 grupos sub-antigénicos que perfazem 82
sorovares, entre 0s 3.500 isolados da espécie pertencentes a Colecdo do Centro Internacional de

Bactérias Entomopatogénicos (IEBC) do Instituto Pasteur - Franca.

Nesta atualizacéo, os autores avaliaram os critérios bioguimicos e seu valor na identificacdo
de B. thuringiensis em nivel de sorovar. Uma analise do cristal protéico foi efetuada em termos
de morfologia, perfil das 3-endotoxinas e atividade larvicida para os sorovares recentemente
identificados. Os resultados demonstraram que 0s cristais protéicos atipicos, com novas
proteinas, estavam tornando-se comuns, principalmente para 0s sorovares descritos nos Gltimos
10 anos, para 0s quais nenhum inseto-alvo havia sido identificado (Juarez-Perez et al, 1994;
Burtsera et al, 1995; Rabinovitch et al, 1995; Chaufaux et al, 1997). Essa diversidade de
linhagens demonstra o alto grau de variabilidade genética apresentado pela espécie.

No entanto, o método de sorotipagem, como foi definido e empregado, apresenta uma
situacdo ambigua. Segundo Lecadet et al (1999), é cada vez maior o nimero de informacdes
sobre o isolamento de B. thuringiensis autoaglutinantes, contra 0s quais ndo se consegue
identificar os sorotipos com base nos procedimentos da sorologia flagelar tradicional. As estirpes
autoaglutinantes compdem quase 3% dos B. thuringiensis presente na colecao do IEBC.
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As suspensdes bacterianas das estirpes autoaglutinantes, quando submetidas aos testes de
sorotipagem, aglutinam espontaneamente na auséncia do anti-soro especifico sob condigdes
experimentais, tornando-se impossivel a caracterizacao antigénica. Por raz@es distintas, algumas
estirpes de B. thuringiensis, ditas cepas ndo-moveis, também escapam da sorotipagem (Lecadet et
al, 1999).

De acordo com Hansen et al (1998), as técnicas moleculares como hibridizacdo colonial e
amplificacdo aleatoria de DNAs polimorficos (RAPD-PCR), sdo informativas, particularmente
com respeito a avaliagdo de um namero elevado de cepas a serem analisadas. Com o aumento
constante do nimero de cepas de B. thuringiensis isoladas por varios centros de pesquisa, tais
métodos moleculares serdo necessarios para ajudar a grupar novas estirpes e auxiliar na sua
classificacdo, principalmente, para as quais nao foi possivel a sorotipagem pelo antigeno flagelar.
Atualmente, existem 91 sorovares desta bactéria relacionadas no NCBI (2004) provenientes de
todos os continentes.

1.3 — Caracteristicas Gerais do B. thuringiensis sorovar israelensis

A primeira cepa mosquitocida de B. thuringiensis foi isolada em 1976 de larvas moribundas
de Culex pipens, a partir de solo de um lago estagnado situado no Deserto de Negev, em Israel
(Goldberg & Margalit, 1977; Margalit & Dean, 1985), identificada como o 14° antigeno flagelar,

H 14 (De Barjac, 1978) e denominada sorovar israelensis (Figura 1).

Bacilius thunngiensis serovar. israelensis

Figura 1: Micrografia eletronica do esporangio de Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis, revelando o esporo (Spore) e a incluséo para-esporal (Crystal). A barra
equivale a 0,5um. (Reproduzido de Regis et al, 2001).
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Sdo bactérias Gram-positivas, esporuladas, aerdbias facultativas, quimioheterotréficas, cuja
temperatura ideal de crescimento é de 30°C. Suas células vegetativas possuem a forma de
bastonete e, quando em condicGes especificas, em geral desfavoraveis, desenvolvem um ciclo de
esporulacdo tipico dos bacilos, com esporos de formato predominantemente cilindrico, podendo
ser elipticos em menor proporcao, localizam-se na regido central ou subterminal da célula. As
dimens@es das células séo de 1,0 a 1,2 um de largura, e 3,0 a 5,0 um de comprimento, sao
geralmente moveis, em funcdo de flagelos peritriquios que correspondem ao sorotipo H 14 (De
Barjac & Frachon, 1990). Em geral, decompdem a tirosina, hidrolisam o amido, caseina, gelatina,
aesculina e lecitinase. Reduzem o nitrato a nitrito e utilizam o citrato como fonte de carbono. No
crescimento vegetativo, produzem acetoina e ndo produzem gas quando na presenca de glicose
(Gordon et al, 1973; Claus & Berkeley, 1986).

O B. thuringiensis sorovar israelensis produz inclusdes paraesporais cristalinas protéicas,
que conferem a essa bactéria a sua propriedade entomopatogénica. Esses cristais de proteinas,
sintetizados durante os estagios Ill a V da fase de esporulacdo, sdo formados por polipeptideos
denominados 3-endotoxinas (proteinas Cry), que vao sendo acumulados na célula-mée durante o
ciclo vegetativo. No final da esporulagéo, o cristal corresponde de 20% a 30% do peso seco da
célula esporulada, sendo liberado juntamente com o esporo, no momento da lise celular (Schnepf
et al, 1998).

Estas incluses cristalinas tém se mostrado especialmente toxicas para a maioria das larvas
de dipteros da subordem Nematocera, incluindo mosquitos (Culicidae) (Goldberg & Margalit,
1977) e borrachudos (Simuliidae) (Undeen & Nagel, 1978; Federici, 1995) e familias proximas
desta subordem, tais como, certos chironomideos (Rodcharoen et al, 1991), tipulideos (Waalwijk
et al, 1992) e algumas espécies de blefarocerideos (Molloy, 1992; Wipfli et al, 1994).

Entre os culicideos conhecidos como susceptiveis, incluem-se em ordem decrescente de
susceptibilidade, os Géneros Aedes, Culex e Anopheles, em cujas espécies se encontram
importantes vetores de agentes patogénicos de endemias tropicais, tais como o dengue, filariose

bancroftiana, malaria, febre amarela, dentre outras (Ruas Neto & Oliveira, 1985; Priest, 1992).

A atividade inseticida do B. thuringiensis sorovar israelensis resulta da a¢do de quatro

polipeptideos principais, com massas moleculares de 135, 125, 68 e 28 kDa, representando 5%,
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5%, 35% e 54% do total de proteinas do cristal, respectivamente. Todas as quatro proteinas séo
protoxinas, as quais sdo processadas, através da acdo de proteases digestivas em pH alcalino,
apos a ingestdo pelas larvas dos insetos susceptiveis, liberando fragmentos menores que variam
em torno de 40-45 kDa para as proteinas de 125-135 kDa (Angsuthanasombat et al, 1992), 30-35
kDa para a proteina de 65 kDa (Dai & Gill, 1993) e 25 kDa para a proteina citolitica de 28 kDa
(Koni & Ellar, 1994).

Os genes que codificam estes polipeptideos principais tém sido clonados, seqlienciados e 0s
produtos de expressao analisados. De acordo com a nova nomenclatura proposta por Crickmore
et al (1998), tais polipeptideos sdo designados de Cry4Aa (125 kDa), Cry4Ba (135 kDa),
CryllAa (68 kDa) e Cyt 1Aa (28 kDa). A andlise da sequéncia permitiu a identificagdo de dois
outros genes na toxina: cryl0Aa, codificando um polipeptideo menor de 58 kDa (Thorne et al,
1986; Hofte & Whiteley, 1989) e cyt2Ba, codificando um polipeptideo de 29,8 kDa (Guerchicoff
et al, 1997).

As proteinas Cry4Aa e Cry4Ba apresentam uma estrutura similar com uma extremidade
carboxi-terminal idéntica e uma extremidade amino-terminal (com 40% de similaridade)
contendo os 5 blocos conservados presentes em quase todas as toxinas Cry, que corresponde ao
fragmento toxico (Delécluse et al, 1988; Pao-Intara et al, 1988; Yoshida et al, 1989). A proteina
Cryl0Aa ndo possui a extremidade carboxi-terminal das toxinas Cry4, e é composta de uma
regido amino-terminal variavel contendo os 5 blocos conservados, desta maneira assemelhando-
se com uma toxina Cry4 ativada. A proteina Cryl1Aa distingue-se completamente das proteinas
Cry4 e Cry10, incluindo somente a extremidade amino-terminal — a regido essencial a toxicidade
— 0 primeiro bloco (Schnepf et al, 1998). As proteinas citoliticas Cytl1Aa e Cyt2Ba ndo contém

nenhum desses blocos e diferem totalmente na estrutura.

As toxinas Cyt do B. thuringiensis sorovar israelensis se distinguem das toxinas Cry por
apresentarem, em adi¢do & sua agdo inseticida especifica para dipteros in vivo, uma ampla
atividade citolitica para varias linhagens de celulas de insetos e eritrdcitos in vitro (Knowles,
1994; Du et al, 1999).

A expressao dos genes cry € regulada por dois mecanismos: o primeiro dependente dos

fatores sigma especificos da fase de esporulagdo, no qual estd classificada a maioria dos genes
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cry, e o segundo independente do processo de esporulagdo como o0 gene cry3Aa, cujos 0S
determinantes genéticos sdo tipicos da fase de crescimento vegetativo (Schnepf et al, 1998;
Valadares-Inglis et al, 1998 Aronson, 2002).

Todas as proteinas do B. thuringiensis sorovar israelensis tém demonstrado toxicidade para
larvas de mosquito, embora seu nivel de atividade e especificidade sejam distintos. Estudos tém
mostrado que, individualmente, nenhuma das proteinas que comp&em o corpo paraesporal de B.
thuringiensis sorovar israelensis € tao tdxica quanto o cristal nativo. Tal fato sugere que certas
propriedades do cristal intacto, como fatores de viruléncia, o fazem mais ativo e, ou, que 0s

componentes individuais estdo atuando sinergisticamente (Porter, 1996; Schnepf et al, 1998).

Ambos os genes que codificam as toxinas de B. thuringiensis sorovar israelensis — genes cry
e cyt — estdo localizados em um megaplasmideo transmissivel de 128 kb denominado pBtoxis
(Ben-Dov et al, 1999; Berry et al, 2002). Este plasmideo abriga todos os elementos genéticos
responsaveis pela toxicidade, além de inUmeras sequéncias de insercdo (1Ss): 1S231, F, Ve W e
1S240, A e B, as quais permitem a transposicao, duplicacéo, rearranjo e modificacdo dos genes da
toxina (Lereclus et al, 1993; Mahillon et al, 1994). Este plasmideo também codifica duas
proteinas (P19 e P20) que atuam promovendo a formacdo do cristal e aumentando a viabilidade
celular, provavelmente por comportarem-se como uma chaperonina ou chaperone molecular
(proteina que auxilia o enovelamento de outras proteinas, evitando vias incorretas que

produziriam estados inativos ou agregados) (Wu & Federici, 1993; Manasherob et al, 2001).

A localizacdo preferencial em plasmideos, geralmente conjugativos, com uma freqiente
associacdo a elementos genéticos moveis, determinam a grande diversidade desses genes e a
conseqiiente ocorréncia de linhagens, contendo diferentes combinacdes dos mesmos; portanto,

com perfis de toxicidade diferentes.

1.4 — A Estrutura das Toxinas de B. thuringiensis

Hofte & Whiteley (1989) compararam sequéncias de aminoacidos entre a maior parte das
protoxinas Cry até entdo conhecidas, apresentando especificidades variadas, e encontraram cinco

regides bem conservadas — designadas blocos 1 a 5 — na regido amino-terminal ativa das
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proteinas, intercaladas por regides de seqliéncais variaveis (Lereclus et al, 1993; Knowles, 1994;
Kumar et al, 1996; Schnepf et al, 1998). Por esse método, foram descritos cinco grupos de genes

cry diferentes, organizados em algarismos romanos (I — V).

No entanto, como consequéncia do avanco da compreensdo da biologia molecular de B.
thuringiensis, novos genes cry foram sequenciados e catalogados, originando diversas excegoes
dentro da classificagdo. Por essa razdo, Crickmore et al (1998) propuseram uma nova
classificacdo baseada somente na seqiéncia de aminoacidos codificados por genes, ndo levando
em consideracdo o perfil de toxicidade. Atualmente estdo descritos mais de 120 genes diferentes
que sdo enumerados por algarismos ardbicos contendo 46 classes com subdivisdes (de cryl a
cry46) (NCBI, 2004).

As proteinas Cry4A, Cry4B e Cryl0A de B. thuringiensis sorovar israelensis, quando
comparadas, exibem alto grau de homologia na sequéncia de aminoacidos, que se restringe as
cinco regides distintas e definidas que constituem os blocos 1 a 5. No entanto, a proteina Cryl1A
apresenta significante homologia para com as demais proteinas Cry de B. thuringiensis sorovar
israelensis somente na regido correspondente ao bloco 1, mostrando ainda um moderado grau de
similaridade no bloco 2 (Kumar et al,1996; Schnepf et al, 1998).

Todos esses blocos de aminoacidos conservados estéo localizados internamente na molécula
da toxina, sugerindo que o B. thuringiensis conserva estes blocos na intencdo de formar um
motivo estrutural comum entre as proteinas. Tal fato pode ser importante para a sua funcao,
porém é improvavel que estes blocos estejam envolvidos na ligacdo da toxina ao receptor, pois as
proteinas do cristal tém uma especificidade inseticida bem diversificada (Yamanoto & Dean,
2000).

O alinhamento das proteinas Cry, como mencionado anteriormente, revelou a presenca de
cinco blocos de aminoéacidos altamente conservados entre a maioria das proteinas. A figura 2,
mostra a presenga e a auséncia de cada um desses blocos nos subgrupos das familias das toxinas.
Um outro fato evidente nesta figura, é a diversidade no comprimento entre as diferentes
proteinas, em particular, um grupo extenso que possui proteinas com aproximadamente duas
vezes 0 comprimento do restante destas. A parte estrutural localizada na extremidade carboxi-

terminal das protoxinas de massa molecular de aproximadamente 130kDa, ndo € a regido ativa
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dessa toxinas (esta extremidade € digerida pelas proteases no intestino médio dos insetos), porém,
acredita-se que esta extremidade esteja relacionada a formagdo e a estabilidade do cristal
protéico, ndo influenciando diretamente nos fenémenos relacionados a toxicidade (Hofte
&Whiteley, 1989; Schnepf et al, 1998).
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Figura 2: Posi¢des dos blocos conservados entre as diferentes classes de 6-endotoxinas. A
sequéncia dos blocos sdo mostrados como cinza escuro, cinza claro ou branco para indicar alto,
moderado ou baixo grau de homologia, respectivamente, na seqiiéncia consenso de cada bloco
conservado. (Reproduzido de Schnepf et al, 1998).

10 aminn aoids

A estrutura cristalina correspondente as fragdes ativas das proteinas Cry3Aa (Li et al, 1991),
CrylAa (Grochulski et al, 1995) e Cyt2A (Li et al, 1996) foram elucidadas atraves da técnica de
cristalografia com raios-X. Ao analisar as proteinas Cry3A e CrylAa, verificou-se que estas
compartilhavam cerca de 36% de identidade na sequéncia de aminoacidos (Crickmore et al,
1998). Esta similaridade se reflete em suas estruturas tridimensionais, cujos correspondentes

dominios podem ser praticamente sobrepostos. A proteina Cyt2A, no entanto, compartilha menos
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que 20% de identidade na seqiiéncia de aminoacidos com as proteinas CrylAa e Cry3A,
nenhuma surpresa, ja que a estrutura da proteina Cyt2Aa é radicalmente diferente das outras

duas. As estruturas das proteinas CrylAa, Cry3A e Cyt2A estdo comparadas na Figura 3.

CrylAa Cry3A

Figura 3: Estrutura tridimensional das proteinas CrylA, Cry3A e Cyt2A. (Reproduzido de
Schnepf et al, 1998).

A Cyt2A consiste de uma proteina de dominio Unico, cuja estrutura apresenta uma
arquitetura o/, onde as hélices formam a camada exterior e as folhas 3 permanecem encobertas
dentro do cerne da proteina (Li et al, 1996; Gazit et al, 1997). Acredita-se que a proteina Cyt1A

tenha uma estrutura similar (Schenpf et al, 1998).

Com base na conservacdo de blocos definidos, foi postulado que todas as toxinas Cry de B.
thuringiensis, provavelmente possuem, conformagdo tridimensional similar & verificada nestas
duas proteinas, a Cry3A e a CrylAa (Li et al, 1991; Gill, 1995; Grochulski et al, 1995; Kumar et
al, 1996; Schenpf et al, 1998).

As proteinas Cry3A e CrylA, ao contrario da proteina Cyt2A, possuem trés dominios

distintos. O dominio I consiste de um feixe de sete a-hélices anfipaticas, com a hélice 5 — hélice
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hidrofébica central — sendo circundada pelas hélices remanescentes. Devido a completa protecdo
da a5 pelas demais hélices, esta ndo entra em contato direto com as moléculas de solvente
circulantes. O dominio Il é composto por trés folhas  antiparalelas ao redor de um cerne
hidrofébico, terminando em algas no apice da molécula, reunidas em um tipico motivo em “chave
grega”, organizado em um envoltério denominado B—prisma (Sankaranarayanan et al, 1996;
Shimizu & Morikawa, 1996). O dominio Il consiste de folhas B antiparalelas, formando uma
estrutura tipo [B-sanduiche, contendo a regido conservada carboxi-terminal da maioria das
proteinas Cry (Li et al, 1991; Gazit & Shai, 1995; Gill, 1995; Grochulski et al, 1995; Kumar et al,
1996; Gazit et al, 1998; Schenpf et al, 1998).

Recentemente, Gutierrez et al (2001) publicaram o primeiro modelo teérico da estrutura
tridimensional de uma proteina da familia Cryll. A estrutura da toxina diptera-especifica
Cry11Bb sintetizada pelo B. thuringiensis sorovar medellin foi obtida pelo grau de homologia da
sequiéncia de aminodacidos baseado nas estruturas das proteinas CrylAa e Cry3Aa.

Figura 4: Representacdo da estrutura tridimensional da toxina Cry11Bb. A: Diagrama em fita da
d-endotoxina Cryl11Bb, mostrando a organizacdo dos dominios. B: Os trés dominios sdo: I, um
feixe de 9 a-hélices e duas fitas B curtas (fdcsia); 11, reunido de trés folhas 3 (base); I11, um B-
sanduiche (parte superior direita). (Reproduzido de Gutierrez et al, 2001).
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Os autores ao compararem a estrutura das toxinas CrylAa e Cry3Aa com a da Cry11Bb,
observaram que apesar do baixo grau de homologia na sequéncia de aminoacidos, essas trés
toxinas, compartilharam uma estrutura tridimensional comum. O modelo estrutural apresentado
na Figura 4, indica que a toxina Cryl1Bb contem todas as caracteristicas gerais das toxinas Cry
(uma estrutura o + 3 com trés dominios distintos), e as poucas diferencas encontradas foram

localizadas nas algas do dominio Il e 111 (Figura 5).

CrylAa CryliBb Cry3Aa

Doamain 1

Domain 11

Figura 5: Comparacdo entre os dominios estruturais das proteinas CrylAa, Cryl1Bb e Cry3A.
No plano superior, 0 dominio | mostra que as trés toxinas séo quase idénticas. No plano interno do
dominio I, as diferencas entre as trés toxinas estdo localizadas, especificamente, nas alcas
internas da figura. No plano inferior o dominio Il ndo demonstra diferencas, exceto nas alcas
16-pB17, localizada no meio da figura. (Reproduzido de Gutierrez et al, 2001).
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Uma diferenca estrutural significante entre as toxinas lepiddptera-especifica CrylAa,
coleoptera-especifica Cry3Aa e a diptera-especifica Cry11Bb, foi observada nas al¢as do dominio
I, o que corrobora as conclusfes de estudos genéticos de que esta regido esta envolvida no
reconhecimento e ligacdo a receptores especificos da superficie celular e portanto, considerada

como a regido determinante para especificidade dessas toxinas.

Todos os trés dominios possuem atribuicdes funcionais especificas. A longa hélice
hidrofobica a5 e as hélices anfipaticas do dominio I, sugerem que este dominio pode ser
responsavel pela formacéo de poros liticos no epitélio intestinal do inseto-alvo. Em seus estudos,
Gazit et al (1998) mostraram evidéncias da fungéo estrutural desempenhada pelas hélices a4 e a5
no revestimento dos poros de é-endotoxinas, ¢ propuseram um modelo tipo “guarda chuva” para
a interacdo da 6-endotoxina com os fosfolipideos da membrana. Neste modelo, as hélices a4 e a5
inserem-se na membrana como um grampo helicoidal, de uma maneira antiparalela, enquanto que
as hélices remanescentes se estendem sobre a superficie da membrana como varetas de um
guarda chuva (Figura 6) (Gazit & Shai, 1995; Gazit et al, 1998).

Figura 6: Representagdo esquematica do modelo “guarda-chuva”, proposto para representar as
interagBes da o-endotoxina Cry3A com membranas fosfolipidicas, mostrando a insercédo das
hélices a4 e a5 na membrana, como um grampo helicoidal. As hélices estdo coloridas de acordo
com a sequéncia do arco-iris.(Reproduzido de Gazit et al,1998).
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Gazit et al (1998) ainda sugeriram que a hélice o7 poderia atuar como um sensor de ligacao
da d-endotoxina ao seu receptor, devido a sua localizacdo na interface entre 0 dominio formador
do poro (dominio I) e o dominio de ligacdo ao receptor (dominio I1). A hélice a7 iniciaria, assim,

a alteracdo conformacional do dominio formador do poro (Gazit & Shai, 1995; Gazit et al, 1998).

Um outro modelo, denominado “canivete”, foi proposto por Hodgman e Ellar (1990) para a
formacéo de poros na membrana. Neste modelo, baseado na similaridade proposta para a inser¢éo
da colicina A, as hélices altamente hidrofobicas a5 e a6, que sdo unidas atraves de uma alca na
extremidade da estrutura da &-endotoxina, abririam-se como um canivete, inserindo-se na
membrana (Figura 7). O restante da molécula permaneceria na superficie da membrana ou sobre
o0 receptor (Knowles, 1994; Schenpf et al, 1998).
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Figura 7: Representagdo esquematica do modelo “canivete”, proposto para representar as
interagcBes da 6-endotoxina Cry3A com membranas fosfolipidicas, mostrando a insergdo das
hélices a5 e a6 na membrana, como um grampo helicoidal. O receptor ¢ indicado pela letra R.
(Reproduzido de Knowles, 1994).
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Recentemente, Loseva et al (2001) apresentaram novas consideracdes para a formagdo dos
canais liticos na membrana fosfolipidica. Estes autores utilizaram vesiculas fosfolipidicas
(lipossomas) como modelo de membrana nos estudos experimentais. Suas conclusdes relatam a
auséncia da alteracdo conformacional na maior parte do dominio formador do poro, diante sua
ligagdo com a membrana, divergindo do modelo tipo “guarda chuva”, que sugere mudancas na
estrutura total do dominio Il (Gazit et al, 1998). Em principio, os resultados obtidos
correspondiam ao modelo “canivete”, com as hélices a5 e a6 atuando como uma lamina

(Hodgman & Ellar, 1990).

Em seus resultados, Loseva et al (2001) demonstraram que cada mudanca no dominio I,
envolve somente trés a-hélices da extremidade N- terminal. Apos o afastamento das hélices a.l-
a3 do restante da estrutura da proteina, a superficie hidrofébica formada pelos residuos
hidrofobicos da 42, 52 e 72 hélices apresentam-se abertas, permitindo que as hélices sejam capazes
de interagir com o cerne hidrofébico da membrana fosfolipidica, formando um canal litico. A
superficie externa deste canal é formado de regiGes hidrofébicas das hélices a4, a5 e o7 e seu
limen é revestido pelos residuos hidrofilicos do dominio Il e Ill (Figura 8a,b,c). Portanto, um
novo modelo foi proposto para a insercdo das toxinas de B. thuringiensis na membrana

plasmatica, baseado na estrutura, ja conhecida, da toxina Cry3A .
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Figura 8: Modelo da interacdo da &-endotoxina com a membrana lipidica. (a) Esquema da
estrutura tridimensional da proteina Cry3A com as trés a-hélices da por¢cdo N-terminal afastadas
da estrutura. Os dominios I, Il e 11l sdo mostrados em vermelho, verde e azul, respectivamente.
(b) A superficie molecular das toxinas sem as hélices al- a3. As regides hidrofébicas da
superficie sdo mostradas em verde. As projecdes da trés a-hélices omitidas sdo mostradas como
cilindros. (c) Representacdo esquematica da interacdo da 6-endotoxina com a membrana lipidica.
As hélices al- a3 na estrutura da 6-endotoxina ndo sdo mostrados. (Reproduzido de Loseva et
al, 2001).

Cogita-se que o dominio Il esteja associado a ligacdo da toxina com o receptor, pelo fato
deste dominio conter segmentos que determinam a especificidade aos insetos, além de possuir
algumas das seqiiéncias de aminoacidos menos conservadas (hipervariaveis), nas varias o-
endotoxinas. A toxina ativada interage com uma proteina localizada na membrana apical das
células colunares do intestino médio do inseto através das superficies expostas das alcas presentes
no apice das trés folhas p deste dominio (Gazit & Shai, 1995; Kumar et al, 1996; Schenpf et al,
1998).

Diferentes classes de proteinas que ligam as toxinas aos receptores de varios insetos tém sido

identificadas nas vilosidades apicais do epitélio intestinal (BBMVSs). Trés tipos de moléculas,
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aminopeptidase N (Knight et al, 1994; Valaits et al, 1995; Gill et al, 1995), proteina caderina
(Valdamudi et al, 1995) e um glicoconjugado anidnico (Valaits et al, 2001) tém demonstrado
atuar como receptores para as toxinas Cry com afinidade para larvas de lepiddpteros e
coleopteros (Oddou et al, 1991; Garczynski et al, 1991; Sangadala et al, 1994).

Porém, Krieger et al (1999) isolaram das BBMVs de larvas de Aedes aegypti, duas proteinas
de 65 e 62 kDa que apresentaram afinidade pelas toxinas Cry4B e Cryl1A sintetizadas pelo B.

thuringiensis sorovar israelensis, utilizando cromatografia de afinidade.

Buzdin et al (2002) mostraram que estas proteinas ndo possuem atividade leucina-
aminopeptidase, uma caracteristica presente em proteinas que reconhecem toxinas nas
membranas de lepiddpteros. Foi sugerido que durante a evolugdo, as toxinas mosquitocidas
conseguiram se adaptar a uma outra classe de proteinas de membrana mais apropriadas,
promovendo a interacdo efetiva das toxinas com a membrana do epitélio intestinal de larvas de

dipteros.

Os autores também demonstraram os resultados obtidos com a interacdo das proteinas de 65
kDa e 62 kDa com toxinas ativas contra lepidopteros. A toxina CrylAb ndo consegui se ligar nas
proteinas de 65 e 62 kDa, sugerindo que essas proteinas provavelmente ndo pertencem a classe de
proteinas caderina, as quais sdo receptores da toxina CrylAb em lepidOpteros. Ja, a toxina
Cry9A, ligou-se no suposto receptor para as toxinas Cry4B e Cryl1lA. Todavia, a Cry9A ndo
competiu por esta ligagdo com as proteinas mosquitocidas e a auséncia do efeito toxico desta
toxina em larvas de Ae. aegypti sugere que neste caso a ligacdo da proteina neste sitio é
ineficiente para larvas de mosquitos. Segundo Bravo (1997), as moléculas da toxina Cry9A e as
proteinas mosquitocidas possuem alguma similaridade apenas no dominio IlI, o qual é

responsavel pela ligacdo com o receptor.

A clivagem proteolitica de cinco a-hélices (al—a5) do dominio N-terminal da toxina Cry4B
ndo afeta sua ligagdo com as proteinas de 65 e 62 kDa, porém, a remocédo de 20-30 residuos de
aminoacidos da extremidade C-terminal da molécula destroi esta ligacdo. Foi sugerido que o
fragmento C-terminal da toxina Cry4B, ao qual, corresponde o 2° e 3° elementos da estrutura 3

do dominio Il1, deve estar envolvido na ligagdo do receptor diretamente, ou, através da formacéo
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de uma estrutura terciaria necessaria para a molécula efetuar sua ligagdo com o suposto receptor
(Hodgman & Ellar, 1990; Li et al, 1991).

Muthukumar et al (1987) sugeriram que as toxinas mosquitocidas sintetizadas pelo B.
thuringiensis sorovar israelensis deveriam ser glicoproteinas e que residuos de carboidratos
estariam envolvidos na ligagdo com o receptor. No entanto, Buzdin et al (2002) demonstraram
que residuos monossacarideos ndo participaram da ligacdo das toxinas mosquitocidas com as

proteinas de 65 kDa e 62 kDa de larvas de Ae. aegypti.

Tal fato sugere que, nestes casos, a toxina interage com o receptor sem o envolvimento de
carboidratos, divergindo da interacdo da toxina CrylAc com o receptor aminopeptidase N,
quando residuos da N-acetil-D-galactosamina (NAGal) do receptor estdo envolvidos na ligacéo

da toxina (Knowles et al, 1991).

Recentemente, Pootanakit et al (2003) baseados em experimentos com a técnica da reacédo de
polimerizagdo em cadeia da transcriptase reversa (RT-PCR) identificaram duas isoformas da
aminopeptidase N transcritas no epitélio intestinal de larvas de Ae. aegypti. Segundo estes
autores, varios insetos possuem multiplas isoformas da aminopeptidase N expressas nos tecidos
do intestino médio. Em estudos anteriores, foram identificadas e clonadas quatro, trés e duas
isoformas da aminopeptidase N em Bombyx mori, Plutella xylostella (Chang et al, 1999;
Nakanisshi et al, 2002) e Manduca sexta (Knight et al, 1995; Denolf et al, 1997) no intestino
médio larval, respectivamente. Todas essas isoformas, em geral, demonstraram sua capacidade de

ligacdo com as toxinas Cry.

O dominio Il estaria relacionado com a estabilidade estrutural e integridade da molécula da
toxina. Embora a fungdo deste dominio, localizado proximo a extremidade carboxi-terminal da
protoxina, ndo esteja bem definida, cogita-se que poderia ter um papel no processamento da
protoxina, na ligacdo a receptores e na inser¢do da proteina na membrana, além de estar
envolvido na formacdo de canais ionicos (Li et al, 1991; Dean et al, 1996; Kumar, 1996).
Schenpf et al (1998) ndo excluiram nenhuma dessas fungdes para o dominio Il nas proteinas
Cry, pois, existem evidéncias que sugerem uma funcao para este dominio na ligacdo a receptores

em outros sistemas.
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Inicialmente, foi sugerido que a func¢do do dominio Il estava relacionado com a protecdo da
toxina da digestdo pelas proteinases (Li et al, 1991). Todavia, um estudo neste dominio
demonstrou que o dominio Ill da proteina CrylAc, é necessario, além do dominio Il, para a
especificidade em Heliothis virescens (Ge et al, 1991), sugerindo que este dominio teria sitios ou
um sitio de ligacdo com o receptor, porém, a regido especifica relacionada a ligacdo da toxina
com o sitio de ligacdo ndo tinha sido identificada (Lee et al, 1995; Dean et al, 1996).

Experimentos de mutagénese sitio-especifica nas toxinas Cry de B. thuringiensis confirmam
que os dominios | e Il — e possivelmente o dominio Il — estariam envolvidos na inser¢do da
toxina na membrana apical de células epiteliais do intestino médio do organismo alvo, isto
porque alteracdes de aminoécidos nas supostas al¢as de ligacdo ao receptor do dominio 11, assim
como alteragdes na suposta superficie proximal da membrana do dominio |, afetaram a ligagédo

irreversivel da toxina ao receptor (Dean et al, 1996; Schenpf et al, 1998).

A proteina citolitica CytlAa ndo apresenta sequéncias de homologia com as toxinas Cry.
Uma das proteinas da familia Cyt, designada de Cyt2Aa, teve sua estrutura tridimensional
determinada, através da técnica de cristalografia com raio-X (Figura 9) (Li et al, 1996). Uma vez
que a CytlAa e a Cyt2Aa compartilham 39% de identidade e 70% de similaridade em suas
seqliéncias de aminoacidos, acredita-se que estas duas proteinas possuam estruturas bastantes
similares (Gazit et al, 1997).

A d-endotoxina Cyt2Aa, a qual é encontrada em inclusdes paraesporais de B. thuringiensis
sorovar kyushuensis, é uma proteina de dominio Unico, de arquitetura o/p, porém apresentando
uma topologia incomum, que consiste de duas camadas externas de grampos a-hélice (hélice A-B
e C-D), flanqueando um cerne de folhas B combinadas (fitas 1 a 7) (Li et al, 1996; Gazit et al,
1997). Acredita-se que as fitas B5, p6 e B7 — que exibem um carater anfifilico e séo
suficientemente longas para atravessar a zona hidrofébica da bicamada lipidica — sejam
responsaveis pela ligagdo e formagdo de poros na membrana celular do inseto-alvo. As a-hélices
de Cyt 2A, apesar de apresentarem carater anfifilico, sdo curtas, o que as torna inadequadas para
exercer tais fungdes (Li et al, 1996).
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Figura 9: Estrutura global do monémero Cyt2A. Diagrama em fita, mostrando que as camadas
helicoidas séo feitas de dobras em grampo e que uma fita na folha B é composta por dois
fragmentos ndo contiguos (B2 e B4), com sentidos opostos. O decline colorido (vermelho na
regido N-terminal ao magenta na fragdo C-terminal segue a ordem do arco-iris) mostra que, na
sequéncia peptidica, o par de hélices A-B precede o par de hélices C-D, o qual, precede as fitas
internas da folha. No espaco entre 1 e 2, insere-se a equivalente fita f1 de outro mondémero,
para formar uma folha dimérica. (Reproduzido de Li et al, 1996).

Gazit et al (1997), através de estudos utilizando peptideos sintéticos, sugeriram que as
hélices A e C, da toxina citolitica, seriam os principais elementos estruturais envolvidos na
ligacdo desta toxina aos fosfolipideos da membrana, atuando ainda na reunido de mondémeros da

toxina para formar poros transmembrana.

Du et al (1999) demonstraram a interacdo de duas toxinas citoliticas de B. thuringiensis,
CytlAa e Cyt2Aa, com a bicamada fosfolipidica e sua estrutura ao redor da membrana através da
protedlise usando lipossomas como um sistema modelo. Uma mudanca conformacional na toxina
diante da ligacdo com a membrana foi detectada comparando o perfil proteolitico da toxina em
torno da membrana com a toxina solubilizada em uma solucdo tampéao. Quando a toxina ao redor
da membrana foi exposta a presenca de peptideos sintéticos, novos pontos de clivagem foram
demonstrados entre a extremidade N-terminal da a-hélice e a extremidade C-terminal da -fita na
estrutura da toxina Cyt1A e Cyt2B.

Estes novos sitios de clivagem proteolitica estdo concentrados em trés regides principais da

sequéncia da toxina Cyt. Cada uma destas regides encontram-se mais ou menos na mesma

36



posicdo das duas sequéncias alinhadas das toxinas Cyt, e isto est4 de acordo com a proposta de Li
et al (1996) de que a toxina Cyt1Aa e Cyt2Aa tém uma estrutura terciéria similar.

A estrutura inserida na membrana mantém sua funcdo como poro de membrana, mesmo apds
a remocdo dos segmentos da extremidade N-terminal pela protedlise. Esses resultados sugerem e
portanto confirmam que os poros sdo constituidos pela parte da molécula composta pelas trés
principais p-fitas (35, p6 e B7) da extremidade C-terminal da toxina (Li et al, 1996; Du et al,
1999).

Em outro estudo, Promdonkoy & Ellar (2000) marcaram trés das B-fitas (85, 6 e B7) com
acrilodan e demonstraram que as B-fitas encontram-se em um ambiente apolar. As B-fitas
também mostram-se protegidas do ataque das proteases solUveis, sugerindo que as fitas

atravessam a bicamada fosfolipidica antes de se posicionarem paralelamente a sua superficie.

1.5 — Mecanismo de Ac¢éo das Toxinas de Bacillus thuringiensis

As proteinas de B. thuringiensis sdo sintetizadas como protoxinas cristalinas insoluveis, que
necessitam ser ingeridas pelas larvas dos insetos susceptiveis para que possam exercer o0 Sseu
efeito toxico (Knowles & Dow, 1993; Li et al, 1996). A insolubilidade é conferida, em parte, por
ligacGes dissulfidicas intercadeias, e as condigdes alcalinas no intestino médio desses insetos séo
adequadas para promover a rapida dissolucao destas protoxinas (Gill et al, 1992; Knowles, 1994;
Schenepf et al, 1998).

Estas proteinas (protoxinas) sdo proteoliticamente convertidas em polipeptideos toxicos
menores, através de proteases do intestino médio das larvas. Por exemplo, no intestino médio de
larvas de mosquito, cujo o pH varia de 7,5 a 10, tém sido detectadas proteases como tripsina e
quimiotripsina. Como resultado, fragmentos toxicos protease-resistente, contendo o dominio N-
terminal das protoxinas, sdo liberados. As regides removidas durante a ativacéo, situam-se nos
primeiros poucos aminoacidos da fracdo N-terminal e a metade C-terminal da molécula (Hofte &
Whiteley, 1989). Nestes trechos, encontram-se residuos de cisteina, 0s quais nao sdo necessarios

para toxicidade (Choma & Kaplan, 1992). A metade C-terminal é removida por clivagem
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seqliencial de fragmentos de 10-35 kDa, que sdo rapidamente degradados a pequenos peptideos
(Gill et al, 1992; Schenepf et al, 1998; Knowles, 1994).

A solubilizacdo dos cristais proteicos é determinante para especificidade dos isolados de B.
thuringiensis a espécie alvo, tanto pela alcalinidade do sistema digestivo quanto pela composicao
dos cristais B. thuringiensis (Aronson et al, 1991). As diferencas no grau de solubilidade, as
vezes, explicam as diferencas na proporcéo de toxicidade entre as proteinas Cry (Du et al, 1996).
Uma reducdo na solubilidade pode ser considerado um mecanismo potencial para a resisténcia
nos insetos (McGaugley & Whalon, 1992).

As diferencas existentes no intestino larval dos insetos afetam a solubilizacao e, ou, eficiéncia
de processamento das inclusdes protéicas, sendo um fator co-determinante para a especificidade
do cristal protéico (Hofte & Whiteley, 1989; Porter et al, 1993).

Haider & Ellar (1989) realizaram um estudo mostrando que uma protoxina pode ser
convertida em toxina ativa para dipteros ou lepidopteros, dependendo da origem das enzimas
proteoliticas. Estes autores trataram uma proteina de 130 kDa de B. thuringiensis sorovar aizawai
— toxica as larvas de dipteros e lepidopteros — com extrato do intestino médio do lepiddptero
Pieris brassicae, e a toxina ativada mostrou-se toxica para ambas as larvas de P. brassicae e Ae.
aegypti; todavia, quando ativada pelas proteases do intestino de larvas de Ae. aegypti, a toxina
resultante apresentou toxicidade somente para as larvas de mosquito. Logo, 0s autores
concluiram que a dupla especificidade observada, surgia como consequéncia do processamento

diferencial de uma Unica proteina do cristal protéico (Porter et al, 1993; Honeé & Visser, 1993).

As toxinas Cry ativadas ligam-se prontamente a receptores especificos, localizados nas
vilosidades apicais das membranas das células colunares do intestino médio dos insetos
susceptiveis (Hofmann et al, 1998). Trata-se de um processo que abrange dois estagios: uma
etapa reversivel e outra irreversivel (Van Rie et al, 1989; Ibarra et al, 1993; Rajamohan et al,
1995). A etapa irreversivel envolve a firme ligacdo entre a toxina e o receptor e, ou, a inser¢do da
toxina na membrana apical (Kumar et al, 1996; Schenepf et al, 1998). Porém, tem sido
considerado que a ligacéo irreversivel estd exclusivamente associado com a insercdo da toxina na
membrana (Ibarra et al, 1993; Liang et al, 1995; Rajamohan et al, 1995).
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Portanto, esta etapa & considerada um fator importante na determinagdo do espectro
entomopatogénico das &-endotoxinas (Hofman et al, 1988; Van Rie et al, 1990; Filza et al,
1996). Esses autores mostram que existe uma correlagdo positiva entre a ligacdo in vitro da
toxina no receptor intestinal e a toxicidade, in vivo. Por outro lado, outros estudos descrevem que
0 reconhecimento do receptor € necessario, mas ndo é suficiente para provocar a toxicidade,
sugerindo a existéncia de outros fatores relacionados ao modo de acdo das &-endotoxinas
(Wolfersberger, 1990).

Os modelos de receptores atualmente descritos mostram que um inseto pode apresentar, em
quantidade varidvel, diversas classes de receptores que podem ser reconhecidos por diferentes
toxinas (Hua et al, 2001, citado por Filza et al, 2001).

Ravoahangimalala et al (1993) investigaram a localizagdo das toxinas Cryl1A e CytlA no
intestino médio de larvas de mosquitos Anopheles gambiae apds a ingestdo de cristais purificados
de B. thuringiensis sorovar israelensis, utilizando métodos imunoldgicos. Ambas as toxinas
foram detectadas em uma regido especifica nas vilosidades apicais de células do intestino médio
posterior de larvas de An. gambiae. Através destas observacdes, 0s autores concluiram que as
células do intestino médio do mosquito consistiam no alvo primario para as toxinas de B.
thuringiensis sorovar israelensis e supondo, que a ligacdo a receptores especificos localizados nas
microvilosidades apicais da membrana era a etapa inicial de acdo das toxinas. Embora a ligacao
especifica nas microvilosidades apicais da membrana ndo seja sempre uma correlacdo
guantitativa com a toxicidade, sugere um evento importante para a mesma (Wolfersberger, 1990;
Ferré et al, 1991).

Posteriormente, Ravoahangimalala & Charles (1995) resolveram investigar a capacidade
individual de cada uma das quatro toxinas de B. thuringiensis sorovar israelensis — Cry4A,
Cry4B, CryllA e CytlA, de se ligarem, in vitro, nas vilosidades apicais do intestino médio
posterior e no ceco gastrico de larvas de An. gambiae, empregando métodos de deteccdo
imunologica. Estes autores observaram que as toxinas Cry4A, Cry4B e Cryl1lA encontram-se

fortemente associadas as microvilosidades das células da porcdo posterior e do ceco gastrico,
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embora demonstrem um sinal menos intenso no ceco gastrico, e um sinal de intensidade muito

menor nas membranas apicais de células da por¢do anterior do intestino médio.

Com base nesses resultados, foi sugerido que estes sinais poderiam refletir a presenca de
receptores especificos, e que as diferencas de intensidade observadas ao longo das distintas
regides do intestino estariam correlacionadas com a afinidade, e, ou, concentracdo destes

receptores.

A toxina CytlA foi detectada nas microvilosidades de todas as células do intestino médio,
exceto nas células do cardia. Esta detecgdo, também demonstrada nas células da porcéo posterior,
pode estar correlacionada com a habilidade da toxina CytlA em induzir poros atraves de

membranas bioldgicas sem requerer a participacdo de nenhum receptor especifico.

Deste modo, os autores concluiram que a toxina Cyt1A é capaz de se ligar a quase todas as
regides do intestino médio de larvas de An. gambiae, porém na presenca das 3-endotoxinas Cry
de B. thuringiensis sorovar israelensis, a ligagdo parece ser direcionada para as regides do

intestino médio, nas quais as toxinas Cry se ligam a receptores especificos (Li et al, 1996).

Yamagiwa et al (2001) investigaram as propriedades de ligacdo da toxina Cry4A de B.
thuringiensis sorovar israelensis nas vilosidades apicais de células do intestino médio de Culex
pipiens, in vitro e in vivo, apds a ingestao da toxina marcada ou ndo com digoxigenina, utilizando
métodos de deteccdo imuno-histoquimica. A toxina Cry4A foi detectada nas vilosidades apicais
de células do intestino médio posterior e no ceco gastrico, ndo sendo detectado no intestino
médio anterior, demonstrando a afinidade e, ou, a presenca de receptores especificos nas distintas

regides do epitélio intestinal de larvas de Cx. pipiens.

Os autores referidos sugeriram a presenca de sitios de ligacdo especifica para a toxina Cry4A
nas células-alvos. Subseqlientemente, utilizando a técnica de deteccdo imunoldgica, foram
detectados no intestino médio de larvas de Cx. pipiens, proteinas de ligacdo para a toxina Cry4A,
variando de 30 a 18 kDa.
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Estudos da interacdo entre a toxina Cry4A e as vilosidades apicais do epitélio intestinal
revelaram duas vias paralelas e distintas induzindo a uma ligacéao irreversivel na superficie das
células-alvo. A interacdo de uma das duas vias depende da ligacdo inicial reversivel da toxina
ativada com receptores especificos, e em seguida, a ligacdo irreversivel associada com a insercédo

da toxina na membrana, induzindo a formacéo do canal funcional (Liang et al, 1995).

Porém, a outra interacdo apresenta-se como uma associacao direta e ndo-especifica da toxina
Cry4A, conduzindo a uma insercdo irreversivel da toxina com a membrana (Figura 10). Segundo
0s autores, provavelmente esta interacdo ndo estaria envolvida na toxicidade desta proteina para
larvas de Cx. pipiens, pois neste modelo, a toxina estaria no estado de agregagéo e, ou,
conformacdo nao-funcional. Acredita-se que uma mudanc¢a conformacional propria e, ou, uma
oligomerizacdo apropriada da toxina sao essenciais para a atividade toxica, sendo efetuada com a

ligacdo da toxina a receptores especificos, conduzindo a citotoxicidade.
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Figura 10: A representacdo esquematica do modo de interagdo na membrana pela toxina Cry4A.
Existem duas vias paralela distinta, conduzindo a ligacéo irreversivel na superficie da célula-
alvo. (A) Associacgdo direta e ndo-especifica da toxina Cry4A, com a superficie da membrana.
(B) Ligacdo inicial reversivel da toxina ativada com receptores especificos, e em seguida, a
insercdo da toxina na membrana, induzindo a formagdo do canal funcional. (Reproduzido de
Yamagiwa et al, 2001).
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Com base nas observagdes anteriores, Ruiz et al (2004) investigaram a ligacdo, in vivo, da
toxina mosquitocida Cry11Bb, sintetizada pelo B. thuringiensis sorovar medellin, no intestino
médio de larvas de An. albimanus, Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, utilizando métodos de
analise imuno-histoquimica. A proteina Cryl1Bb foi detectada nas vilosidades apicais do
intestino médio posterior e no ceco gastrico nas trés espécies de mosquitos avaliadas, e
consequentemente, as células epiteliais do intestino médio podem ser consideradas como o
principal alvo desta toxina. A localizacdo preferencial da toxina Cryl1Bb e de outras toxinas
mosquitocidas no ceco gastrico e na porcao posterior nas larvas de mosquitos, podem ser devido

a uma concentracdo elevada de receptores e, ou, de moléculas com afinidade de ligag&o.

Adicionalmente, a toxina Cry11Bb foi detectada nos tubulos de Malpighi das trés espécies de
mosquitos estudadas e na membrana basal das células epiteliais do intestino medio de Ae.
aegypti. Estes resultados confirmam que o sitio primério da acdo das toxinas Cryll é a
membrana apical das células epiteliais do intestino médio das larvas de mosquito.

Existem inUmeras evidéncias mostrando que os receptores de alta afinidade, presentes no
intestino médio do inseto, sdo determinantes na especificidade dos cristais protéicos de B.
thuringiensis sorovar israelensis, e que uma toxicidade elevada pode ser o resultado desta alta
afinidade, ou da presenca de um namero maior de receptores (Honée & Visser, 1993). No
entanto, existem alguns estudos em que a sensibilidade dos insetos a toxina nédo foi proporcional
a sua afinidade ao receptor de ligacdo, sugerindo que a presenca de sitios de ligacdo conduzem,
necessariamente, a atividade inseticida (Porter et al, 1993; Schnepf et al, 1998). Outros estudos
relatam a correlacdo existente entre a taxa de ligacdo irreversivel e a formacdo de canais de ions
com a toxicidade, fato que foi observado em Lymantria dispar (Kumar et al, 1996; Schnepf et al,
1998).

Apos a ligagédo reversivel do fragmento toxico a um receptor especifico nas vilosidades
apicais das membranas das células colunares do intestino médio dos insetos susceptiveis, as
toxinas Cry de B. thuringiensis inserem-se irreversivelmente na membrana plasmatica da célula
intestinal, induzindo a formacdo de canais iGnicos ou poros ndo-especificos na membrana do
inseto-alvo. Tal evento conduz ao desequilibrio i6nico e osmdtico entre o citoplasma e o meio

externo a célula (Gill et al, 1992). As analises histopatologicas realizadas apds a intoxica¢do dos
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insetos mostram a destrui¢do das microvilosidades, hipertrofia das células epiteliais, vacuolizagdo
do citoplasma, lise celular e rompimento da integridade intestinal, levando o inseto a morte por
inanicdo ou septicemia (Knowles & Dow, 1993; Gill, 1995; Schnepf et al, 1998).

Recentemente, Cavados et al (2004) investigaram os efeitos ultraestruturais e
histopatoldgicos das 6-endotoxinas de B. thuringiensis sorovar israelensis no intestino medio de
larvas de Simulium pertinax, infectadas com dosagens crescentes destas toxinas, durante um
periodo de exposicdo de até quatro horas, empregando metodologias de microscopia optica e

eletronica de transmissao.

Os autores observaram fragmentos celulares nos espacos entre o epitélio e a membrana
peritrofica e degeneracdo nuclear das celulas na porgdo anterior do intestino médio nos cortes
histologicos das larvas expostas as protoxinas hidrolisadas de B. thuringiensis sorovar
israelensis. Na porcdo posterior do intestino médio, encontrou-se além dos danos ja
mencionados, vaclolos, causados pela hipertrofia celular e rupturas aparentes nas
microvilosidades. Nas juncgdes laterais das células foram evidenciados uma vacuolizacdo do

citoplasma e nucleos deformados.

Adicionalmente, os autores observaram que a progressdo dos danos estava correlacionada
diretamente a concentracdo utilizada do inseticida bioldgico e, ou, o tempo de exposi¢do ao

agente supressor (Cavados et al, 2004)

Os referidos autores ressaltam ainda a importancia dos dados obtidos em contribuir para o
conhecimento dos sitios que sdo afetados pelas toxinas do B. thuringiensis sorovar israelensis,
bem como um melhor entendimento do modo de acdo dessa bactéria usada como bioinseticida

para o controle de larvas de S. pertinax.
As diversas linhagens de B. thuringiensis produzem, em adicdo as 3-endotoxinas, uma série

de outras toxinas, as quais podem ou ndo participar da acdo entomopatogénica. Dessas, a

principal € a proteina Cyt, uma citolisina de agdo inespecifica sintetizada pelos sorovares
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israelensis, kyushuensis, medellin e jegathesan, sendo acumulada no cristal protéico juntamente

com as d-endotoxinas tipicas de cada subespécie (Arantes et al, 2002).

Acredita-se que a toxina CytlA atue, basicamente, por um mecanismo similar ao das
proteinas Cry, formando sob certas condices, poros cation-seletivos de tamanhos similares
aqueles formados pela acdo das &-endotoxinas Cry, e agindo por um mecanismo de lise coloide-
osmotica. Segundo este modelo, proposto por Knowles & Ellar (1987), a formacao dos poros,
induzida pela toxina ap0s a ligacéo a fosfolipideos insaturados na membrana celular, promoveria
o rapido fluxo de ions através destes orificios, acompanhado pelo influxo de &gua, com a
finalidade de restabelecer o equilibrio i6nico. Em conseqléncia, haveria o entumescimento

celular, ocasionado o rompimento da integridade da membrana celular e eventual lise.

Entretanto, uma vez que a toxina citolitica e as toxinas Cry possuem estruturas totalmente
diferentes, inevitavelmente devem ser formados poros com estruturas desiguais. As etapas
limitantes na formacdo dos poros pelas 3-endotoxinas Cry sdo a ligacdo ao receptor, a qual é
reversivel e a insercdo na membrana, que € uma etapa irreversivel. No caso das &-endotoxinas
Cyt, in vitro, a etapa limitante parece ser a sua agregacdo ap6s a ligacdo na membrana
fosfolipidica (Gill, 1995; Li et al, 1996).

E correntemente aceito que a atividade citolitica das 8-endotoxinas Cyt, in vitro, ndo envolva
receptores especificos, com a toxina citolitica inserindo-se espontaneamente em membranas
contendo fosfolipideos insaturados (Thomas & Ellar, 1983; Li et al, 1996). Porém, estudos tém
questionado que a formacdo de poros pela toxina citolitica, in vivo, possa ser mediada por um
receptor especifico (Ravoahangimalala et al, 1993; Ravoahangimalala & Charles, 1995).
Todavia, na presenca das d-endotoxinas Cry, de B. thuringiensis sorovar israelensis, a ligacao da
toxina Cyt1A parece ser direcionada para as regides do intestino médio, nas quais as toxinas Cry
ligavam-se a receptores especificos (Li et al, 1996; Schnepf et al, 1998). Tal fato pode sugerir a
existéncia de uma elevada associagdo entre as toxinas Cry e a toxina CytlA, o que pode ser a
base das interagdes sinérgicas junto aos dipteros (Tabashnik, 1992; Gill et al, 1992; Wu et al,
1994).
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Atualmente, dois mecanismos de acdo sdo propostos para as toxinas citoliticas: (a) multiplos
da toxina formam um poro estrutural no interior da membrana (Promdonkoy et al, 2003) ou (b) as
toxinas citoliticas exercem seu efeito através da acdo detergente menos especifica (Butko, 2003).
Estes dois modelos foram recentemente revistos por Butko, (2003). Algumas caracteristicas dos
modelos propostos estdo presentes na Figura 11, a qual resume os principais resultados das duas
hipoteses do mecanismo de acdo dependente do pH, pelo qual a toxina Cyt1A permeabiliza a
membrana lipidica.

Modelo Formador de Poros Modelo Detergente
A proteina insere na bicamada lipidica. A proteina ndo insere na bicamada
A proteina tem uma estrutura especifica. lipidica.
Os poros sdo bem definidos — proteina A proteina encontra-se
revestida. desestruturada.
Os lipideos estdo bem organizados. Os poros sdo temporarios.
As membranas permanecem, apesar do Os lipideos estdo desordenados.

Figura 11: Os dois modelos hipotéticos do modo de acéo da proteina Cyt1A. (1) A toxina soltvel
difunde na fase extracelular. (2) Durante a passagem pela membrana, as toxinas modificam a
conformacdo estrutural e ligam-se aos lipideos. (3) As toxinas ou inserem-se na bicamada
lipidica, onde formam poros oligoméricos, ou permanecem (possivelmente agregadas) dispersas
na superficie da membrana, onde encontram-se fragmentados dentro do complexo lipideo/toxina.
As moléculas intracelulares (circulos pretos) fluem ou através dos poros ou através das falhas na
bicamada lipidica. (Reproduzido de Butko, 2003).
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1.6 - Efeitos das Interagdes Sinérgicas na Poténcia das Toxinas de B. thuringiensis sorovar

israelensis

Diversos estudos tém revelado que a expressiva toxicidade das linhagens de B. thuringiensis
sorovar israelensis esta correlacionada com as interagdes sinérgicas entre suas proteinas Cry
(Crickmore et al, 1995; Poncet et al, 1995), e especialmente entre a toxina Cyt1A e as proteinas
Cry (Ibarra & Federici, 1986; Wu et al, 1994).

Recentes estudos, tém demonstrado que CytlA pode protelar o desenvolvimento da
resisténcia das proteinas Cry em mosquitos (Georghiou & Wirth, 1997), superando a resisténcia
destas toxinas caso esta venha ocorrer (Wirth et al, 1997). Por exemplo, os niveis de resisténcia
maiores que 900 vezes para a toxina CryllA em populacbes de laboratério de Cx.
quinquefasciatus foram suprimidos ou reduzidos completamente quando esta proteina foi
combinada com quantidades subletais da CytlA (Wirth et al, 1997). Recentemente, foi
demonstrado que Cyt1lA superou altos niveis de resisténcia da toxina binaria do B. sphaericus
2362 (Wirth et al, 2000a) e ampliou o espectro de acdo para larvas de Ae. aegypti (Wirth et al,
2000b).

Wu e Chang (1985) foram os primeiros a evidenciar que quando fracBes protéicas de corpos
de inclusdo purificados de B. thuringiensis sorovar israelensis foram homogeneizadas e
ensaiados contra larvas de Ae. aegypti, a atividade larvicida de algumas combinacgdes testadas
mostrava-se maior do que a soma das toxicidades especificas de cada fracdo protéica,
individualmente. Inimeros estudos, confirmam as intera¢fes sinérgicas entre as varias toxinas de
B. thuringiensis sorovar israelensis (Chilcott & Ellar, 1988; Angsuthanasombat et al, 1992;
Chang et al, 1993; Delécluse et al, 1993; Wu et al, 1994; Crickmore et al, 1995; Poncet et al,
1995).

Na avaliacdo desses estudos, é dificil estabelecer a contribuicdo exata de cada toxina
(individualmente ou em combinagdo) na toxicidade total do corpo paraesporal. Segundo 0s
referidos autores, parte do problema diz respeito principalmente as diferentes condicGes

experimentais utilizadas nesses trabalhos, seja em relacdo aos ensaios bioldgicos, ou quanto a
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forma como as proteinas sdo oferecidas as larvas (Angsuthanasombat et al, 1992; Chang et al,
1993; Delécluse et al, 1993; Poncet et al, 1995).

Crickmore et al (1995) tentaram superar esses problemas ensaiando as toxinas sob condigdes
experimentais constantes. Esses autores compararam as toxicidades individuais das quatro
principais toxinas de B. thuringiensis sorovar israelensis — Cry4A, Cry4B, CryllA e CytlA —
expressas em uma linhagem mutante acristalifera desta mesma espécie, através de ensaios

bioldgicos contra larvas de Ae. aegypti.

Através dos valores obtidos para a concentracdo letal mediana (CLso), Crickmore et al (1995)
verificaram que, sob as condicdes experimentais utilizadas, a toxina Cry11A foi a que apresentou
maior acdo toxica, sendo duas vezes mais tdxica que a Cry4B, e cerca de cinco vezes mais ativa
que as o-endotoxinas Cry4A e CytlA. No entanto, empregando-se concentracdes maiores —
superiores a CLos - a toxina CytlA tornava-se mais efetiva contra essa espécie de mosquito,

seguida pelas toxinas Cryl1A, Cry4B e Cry4A, em ordem decrescente de atividade.

As interacOes sinérgicas foram demonstradas em todas as combinag6es de toxinas testadas,
embora o grau desta interacdo fosse dependente da combinacdo. Um efeito sinérgico maior foi
obtido quando a toxina Cyt1A era um dos componentes integrantes da mistura, conforme pode
ser visto nas combinacdes que forneceram os maiores efeitos interativos, listados em ordem
decrescente: Cry4A + CytlA; Cry4B + CytlA e Cry4A + Cry4B + CytlA. Porém, nenhuma das
misturas testadas, inclusive a que continha as quatro toxinas, mostrou ser tdo ativa contra larvas
de Ae. aegypti quando o cristal nativo de B. thuringiensis sorovar israelensis (Crickmore et al,
1995).

Os autores sugeriram que a auséncia de outros componentes menores do cristal protéico na
mistura, tal como a toxina Cryl0A, que poderia contribuir para a toxicidade global do cristal,
explicaria, em parte, os resultados obtidos. Isso porque, em estudos anteriores, esta proteina
mostrou-se tdxica para larvas de Ae. aegypti, além de atuar sinergisticamente com a toxina Cry4B
(Poncet et al, 1993).
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Com o objetivo de estudar o papel da proteina Cyt1A de B. thuringiensis sorovar israelensis,
Delécluse et al (1991) inativaram geneticamente o gene cytlA, testando a cepa recombinante em
bioensaios contra Ae. aegypti, Cx. quiquefasciatus e An. stephensi. A auséncia da proteina de 28
kDa ndo afetou a cristalizacdo dos outros componentes toxicos do corpo paraesporal, porém,

aboliu a atividade hemolitica dos cristais de B. thuringiensis sorovar israelensis.

Contudo, os autores verificaram que a inativacdo do gene cytlA, produzia uma cepa com
toxicidade similar a cepa selvagem, sugerindo que a proteina Cyt1A ndo era essencial para

atividade larvicida, pelo menos com relacéo as trés espécies testadas.

Porém, este resultado deve ser analisado sob um outro aspecto, pois uma vez que a presenca
da proteina Cyt1A no corpo de inclusdo ndo dilui seu potencial larvicida, isto pode significar que
a toxina é um componente importante no arsenal larvicida do B. thuringiensis sorovar israelensis,

podendo como tal, promover uma série de interagdes sinergisticas (Schnepf et al, 1998).

1.7 — Resisténcia dos Insetos as Toxinas de Bacillus thuringiensis

A evolucdo de resisténcia tem sido um mecanismo de defesa dos insetos contra as taticas de
controle, haja visto 0 que acontece com 0s inseticidas quimicos, onde mais de 500 espécies de
insetos tém se apresentado resistentes a um ou a mdaltiplos inseticidas quimicos (Georghiou &
Lagunes-Tejeda, 1991). McGaughey (1985) notificou em populacdes de Plodia interpunctella, o
primeiro registro da presenca de insetos resistentes as formulagdes de B. thuringiensis sorovar
kurstaki.

Desde entdo, diversos estudos mostraram que 0s insetos podem desenvolver niveis variaveis
de resisténcia as toxinas do B. thuringiensis (Tabashnik, et al, 1994; Ferré et al, 1995; Schnepf et
al, 1998). Diversas dessas col6nias foram selecionadas sob condi¢6es de laboratorio, apds macica
pressdo de selecdo. A utilizacdo dessa técnica é importante pois permite o estudo de mecanismos
de resisténcia e promove estratégias de manejo e conseqlientemente tenta-se superar a resisténcia

em populagdes no campo (Van Rie & Ferré, 2000).
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A resisténcia obtida em laborat6rio ndo é comparavel a obtida no campo, pois populagdes de
insetos mantidos em laboratério sdo geneticamente isoladas, tendo menor variabilidade do que as
populacdes naturais. No campo, podem ocorrer fatores que contra-selecionem o0s insetos
resistentes, como: fertilidade, viabilidade e diluicdo do gene da resisténcia por cruzamentos com
insetos susceptiveis, além da ocorréncia de inimigos naturais que podem retardar o aparecimento
de resisténcia (Van Rie & Ferré, 2000).

Em principio, 0 mecanismo de resisténcia dos insetos as proteinas de B. thuringiensis esta
relacionada as Vvérias etapas do modo de acdo desta bactéria, que incluem: a reducdo na
solubilizacdo das proteinas (McGaughey& Whalon, 1992); o processamento proteolitico das
toxinas (Oppert et al, 1997) e a diminuicdo da afinidade para ligacao dos receptores da membrana

das células epiteliais do intestino médio do inseto as proteinas Cry (Mohammed et al, 1996).

Insetos da Ordem Lepidoptera, como a P. interpunctella, lagarta do algod&o, Spodoptera
littoralis, P. xylostella e a Heliothis virescens sdo exemplos de populacfes de insetos resistentes a
toxina CrylA (Van Rie et al, 1990; Schnepf et al, 1998).

Até 0 momento, ndo foi detectado nenhuma resisténcia em campo de populacdes de insetos
da Ordem Diptera, tratados com B. thuringiensis sorovar israelensis que, apesar do uso constante
no controle de insetos vetores de doencas, em programas estabelecidos ha mais de 10 anos na
Africa Ocidental, na Alemanha e na Franga, ndo foi registrada resisténcia, provavelmente porque
a acdo do B. thuringiensis sorovar israelensis se deva ao sinergismo de cinco toxinas diferentes
(4 Cry e 1 Cyt). Porém, experimentos mostram que a resisténcia as toxinas de B. thuringiensis
sorovar israelensis pode ser facilmente selecionada quando 0s seus respectivos genes sdo

clonados individualmente (Arantes et al, 2002).

1.8 — A Genética e a Biologia Molecular de B. thuringiensis

O mapeamento genético do cromossomo da linhagem de B. thuringiensis sorovar
thuringiensis HD2 foi construido através do alinhando dos 16 fragmentos obtidos pela digestéo

com a enzima de restricdo Notl. Os fragmentos variam de 15 a 1.350kb e o tamanho total do
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cromossomo foi de 5,4Mb (Carlson et al, 1993). Mapas fisicos tém sido construidos para estudar
e comparar as linhagens de B. thuringiensis e B. cereus, e ttm demonstrado que 0s cromossomaos
de ambas as espécies apresentam uma organizacdo gendmica similar proxima a metade da origem
de replicacdo, embora demonstrem também grande variabilidade na extremidade terminal
(Carlson et al, 1996).

A andlise dos resultados da eletroforese de campo pulsado indicou que a maioria dos
isolados de B. thuringiensis possuem varios elementos extracromossémicos, alguns circulares e
outros lineares (Carlson et al, 1994). Sabe-se que, as proteinas que compdem o cristal paraesporal
sdo geralmente codificados por grandes plasmideos (Gonzélez et al, 1981). Porém, a presenca de
genes cry no cromossomo bacteriano das linhagens de B. thuringiensis ja foram descritos
(Whiteley & Schnepf, 1986, Carlson et al, 1993).

As espécies de B. thuringiensis abrigam uma grande variedade de elementos de transposicéo,
incluindo sequéncias de insercdo e transposons (Mahillon et al, 1994). No B. thuringiensis
sorovar israelensis, um elemento de insercdo 1S231 (IS231W) encontra-se adjacente ao gene
cryllAa (Rezsbhazy et al, 1993). Apesar do elemento de insercdo 1S231 esteja freqlientemente
associado com os genes cry, as seqiiéncias do DNA relacionadas com este elemento também

foram encontrados em cepas de B. cereus e B. mycoides.

Recentemente, Jung et al (2001) isolaram uma nova sequéncia de insercdo de uma cepa
autoaglutinante de B. thuringiensis. A analise da sequéncia do DNA revelou alta homologia com
a familia 1S231 e foi denominado 1S231M. Baseado na seqiiéncia nucleotidica, a nova sequiéncia
de insercdo 1S231M apresenta alta homologia com a 1S231F (presente no B. thuringiensis sorovar
israelensis) e 1S231G (presente no B. thuringiensis sorovar darmstadiensis), e baixa com as

sequéncias de insercdo 1S231V (presente no B. thuringiensis sorovar israelensis) e 1IS231W.

O gene cry4A do sorovar israelensis esta flanqueado por duas seqiiéncias repetitivas em
orientacbes opostas denominada de 1S240 (Bourgouin et al, 1988). Esta sequéncia encontra-se
amplamente distribuida em linhagens de B. thuringiensis, presente principalmente, em cepas
diptera-especifica, sugerindo que a 1S240 deve facilitar a mobilizacdo dos genes tdxicos entre

diferentes cepas de B. thuringiensis (Rosso & Delécluse, 1997). Nesse estudo, 0s autores
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demonstraram que 67% das cepas de B. thuringiensis testadas, inclusive todas as cepas
mosquitocidas conhecidas, possuem no minimo um elemento de insercéo relacionado com 1S240,
indicando que este elemento representa uma familia de sequéncias de inser¢cdo com varias
variantes. Sequéncias relacionadas com 15240 também foram detectadas em cepas de B. cereus e
B. mycoides (Léonard et al, 1997).

A sintese dos cristais protéicos pelo B. thuringiensis sdo coordenados por uma série de
mecanismos que ocorrem na transcricao, pos-transcri¢do e pds-traducédo, da expressdo dos genes
cry neste organismo (Agaisse & Lereclus, 1994; Baum & Malvar, 1995 citado por Schnepf et al,
1998).

O mecanismo de transcricdo dos genes cry tem sido considerado um exemplo tipico de
expressdo especifica dependente da esporulacdo. Todavia, estudos recentes da expressao do gene
cry3Aa revelaram que esta hipotese pode ser questionada. Por essa razdo, torna-se necessario
distinguir-se entre os genes cry que sdo expressos durante a fase estacionaria, ou seja,
dependentes da esporulacdo, daqueles que sdo expressos independentemente da fase esporulada

do crescimento bacteriano (Schnepf et al, 1998).

A expressdo dos genes cry dependente da esporulacdo vém sendo estudada extensivamente
em linhagens de B. subtilis, o qual tem fornecido informacgtes detalhadas sobre os complexos
mecanismos do controle temporal e espacial desse processo de diferenciagdo (Losick & Stragier,
1992; Errington, 1993). Na transcricdo génica, o processo de esporulacdo é controlado por
sucessivos fatores de ativacdo designados fatores sigma, os quais ligam-se no core da RNA

polimerase para a transcricao direta nos promotores especificos de esporulacdo (Moran, 1993).

Ja na expressdo dos genes cry independentes da esporulacdo, o gene cry3Aa, do B.
thuringiensis sorovar morrisoni tenebrionis NB176, coleoptero-especifico, demonstrou ser
expresso durante a fase de crescimento vegetativo (Sekar, 1988; De Souza et al, 1993). Andlises
das fusBes de transcri¢cdo do gene lacZ indicaram que o promotor do gene cry3Aa é considerado
um promotor fraco, porém, significantemente expresso durante a fase vegetativa de crescimento,
sendo ativado no final do crescimento exponencial até o estagio Il, e permanecendo ativo até o

estagio IV da esporulacdo (Agaisse & Lereclus, 1994; Salamitou et al, 1996) .
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No controle pos-tradugdo, as proteinas Cry sintetizadas durante a fase de esporulagéo,
formam inclusdes cristalinas na célula-mé&e. Dependendo da composi¢do da protoxina, os cristais
tém varias formas: bi-piramidal (Cryl), cubdide (Cry2), retangular (Cry3A), irregular (Cry3B),
esférico (Cry4A e Cry4B) e rombdide (Cryl1A). Esta capacidade que as protoxinas possuem em
formar cristais diminui sua susceptibilidade em uma degradacdo proteolitica prematura. Todavia,
0s cristais sdo solubilizados rapidamente no intestino das larvas de insetos tornando-se
biologicamente ativos. A estrutura e as caracteristicas da solubilidade do cristal protéico
presumivelmente dependem de fatores como a estrutura secundaria da protoxina, a energia das
pontes dissulfetos e a presenca de componentes especificos das cepas de B. thuringiensis
(Schnepf et al, 1998).

Inimeros fatores, tais como, fosfolipases C, hemolisinas, proteinases, quitinases, diferentes
das proteinas Cry e que podem estar envolvidos na viruléncia de cepas de B. thuringiensis foram
identificados e caracterizados (Lechner et al, 1989; Budarina et al, 1994; Baida & Kuzmin, 1995;
Donovan et al, 1997; Kramer & Muthukrishnan, 1997; Hansen & Hendriksen, 1998). Como 0s
genes cry, os genes dos fatores de viruléncia também encontram-se localizados nos cromossomos
ou em plasmideos. Lechner et al (1989) localizou o gene da fosfolipase C especifico para o
fosfatidil-inositol no cromossomo de linhagens de B. thuringiensis. Tanto o B. thuringiensis
quanto o B. cereus produzem trés tipos de fosfolipase C, cujos genes ja foram clonados. Uma
fosfolipase especifica codificada pelo gene plcA, uma que degrada a esfingomielina, codificada
pelo gene cerB, e uma lecitinase, codificada por plcB. Todos estes fatores de viruléncia séo
sintetizados no final da fase exponencial do crescimento e secretadas no meio de cultura (Carlson
et al, 1996).

A determinacdo da organizacao genética do B. thuringiensis através da eletroforese de campo
pulsado em conjunto com a hibridiza¢do confirmou esta observacdo e também localizou o gene
da fosfolipase C especifico para o fosfatidil-colina e a enterotoxina hemolitica HbIA no
cromossomo bacteriano (Carlson et al, 1996; Lovgren et al, 1998). O mapeamento genético do
cromossomo do B. thuringiensis revelou que esses genes de viruléncia estdo todos dispersos no

cromossomo bacteriano (Lovgren et al, 1998).
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1.9 — Caracterizacdo Molecular de 5-endotoxinas

As propriedades entomopatogénicas do B. thuringiensis tém impulsionado as pesquisas para
selecionar estirpes desta bactéria com atividade toxica para diferentes ordens de insetos (Schnepf
et al, 1998).

Estudos recentes descreveram novas proteinas Cry que exibem atividade tdxica para larvas
de diversos insetos que compdem as Ordens Diptera, Lepidoptera e Coleoptera, assim como
contra Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera, Mallophaga e Isoptera (Fontes-Castilhos et al,
2002; Pinto et al, 2003); além de outros organismos, tais como acaros, nematoides, platelmintos e
protozoarios (Koo et al, 1995; Estruch et al, 1996; Lambert et al, 1996; Lee & Gill, 1997; Omolo
et al, 1997; Restrepo et al, 1997; Sasaki et al, 1997; Shevelev et al, 1997; Chang et al, 1998;
Orduz et al, 1998).

Para auxiliar na caracterizacdo das propriedades entomopatogénicas, existem técnicas, ao
nivel molecular, que podem auxiliar na identificacdo de novas proteinas do cristal em linhagens
de B. thuringiensis (Bravo et al, 1998; Masson et al, 1998; Shevelev et al, 1998). Sdo técnicas
que corroboram na identificacdo de genes cry e cyt responsaveis pela toxicidade das bactérias

entomopatogénicas.

Atualmente, é grande o numero de métodos de caracterizacdo de bactérias tanto ao nivel de
informacdo genotipica, DNA ou RNA (composicao de bases, padrdes de restricdo, hibridizacéo,
seqliénciamento e sondas), informacgdes fenotipicas baseadas em proteinas (padrdo de proteinas
totais ou eletroforese de isoenzimas) e marcadores quimiotaxondmicos (&cidos graxos, acidos
micolicos e quinonas), quanto em informacBGes baseadas nos caracteres expressos como

morfologia, bioquimica, fisiologia, sorologia e fagotipagem.

A identificacdo dos genes cry em novos isolados é possivel por técnicas de hibridizacéo
DNA-DNA, usando-se genes que codificam o cristal protéico, marcados radioativamente, com
sondas (Visser, 1989). Assim, poderiamos comparar a patogenicidade das linhagens, mas ocorre
que, em muitas delas, coexistem mais de um gene da toxina, impedindo o uso desta técnica para

uma classificacdo geral de B. thuringiensis (Crickmore et al, 1998).
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Com o desenvolvimento da técnica de amplificacdo enzimatica in vitro de seqliéncias de
DNA utilizando a reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) (Mullis, 1987), com
oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) dos genes conhecidos, permitiu-se a
identificacdo dos genes das toxinas em diferentes isolados de B. thuringiensis (Carozzi et al,
1991; Cleave et al, 1993; Céron et al, 1994; Cerdn et al, 1995; Ben-Dov et al, 1997; Ogunjini et
al, 2000; Ben-Dov et al, 2001; Pércar & Juarez-Péres, 2003).

Carozzi et al (1991) propuseram a PCR como uma metodologia rapida e exata para a
identificagcdo de novas estirpes e a predicdo da atividade inseticida de novos isolados de B.
thuringiensis portadores de novos genes cry. Os referidos autores sugeriram que estirpes que
produzissem perfis de PCR incomuns, seriam selecionados para novas abordagens que

proporcionassem a identificacéo e caracterizacdo dos novos genes.

Quando a reacdo de polimerizacdo em cadeia estd associada a técnica de detecgdo do
polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP) (Swaminathan & Mattar, 1993),
ambos contribuem para identificacdo de novas variantes dos genes das toxinas (Priest et al, 1994;
Kuo & Chak, 1996). Os oligonucleotideos iniciadores com homologia para regides variaveis tem
sido usados para identificar subgrupos dentro da familia do gene cryl (Bourque et al, 1993;
Cerodn et al, 1994).

A andlise filogenética de sorovares de B. thuringiensis através da associacao da ribotipagem
com o RFLP permitiu a classificacdo e o posicionamento de uma ampla variedade de estirpes de
B. thuringiensis. Segundo Joung & C6été (2001), as estirpes de B. thuringiensis apresentaram-se
relativamente homogéneas e compartilharam um alto grau de afinidade em relacdo ao DNA

genémico.

Porém, ao contrario das técnicas mencionadas, que dependem da seqiiéncia de DNA
altamente conservada, a amplificagdo aleatoria de DNAs polimorficos, ou RAPD-PCR, tem por
objetivo detectar polimorfismos no DNA, dos quais existe pouca informacdo de sua sequéncia
nucleotidica. Dois grupos concomitantemente descreveram este método. Williams et al (1990)
tinham como objetivo principal o mapeamento genémico e nomearam esta técnica de RAPD-

PCR, denominacdo mais comum atualmente. J& o outro grupo buscava a obtencdo de
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fingerprintings (impressdes digitais) e marcadores genéticos (Welsh & McClelland, 1990), sendo
a técnica denominada entdo, AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction).

Em ambos os trabalhos, 0 RAPD-PCR ou AP-PCR, baseiam-se no uso de uma seqiiéncia
nucleotidica pequena e randdémica (primer ou iniciadores), que se anelam ao DNA molde nas
fitas paralelas em orientacdo oposta. Uma DNA polimerase termoestavel sintetiza, entdo, uma
nova sequéncia complementar, situada entre os dois oligonucleotideos iniciadores, dando origem
a novos fragmentos que servirdio como moldes para as reacdes subseqiientes. E importante
lembrar que os oligonucleotideos iniciadores possuem sequéncia arbitraria mas a amplificagcdo
tecnicamente ndo ocorre ao acaso e sim, em lugares especificos do genoma (Welsh &
McClelland, 1990; Williams et al, 1990).

A amplificacdo exponencial do DNA, entre sitios internos aos iniciadores utilizados produz
quantidades suficientes de fragmentos, que permite a deteccdo dos mesmos em gel de agarose
corado por brometo de etidio. Devido aos oligonucleotideos terem, em geral, 10 bases
nitrogenadas, existe uma alta probabilidade de haver multiplos sitios de anelamento ao longo do
genoma, sendo que os fragmentos amplificados diferenciar-se-&0 quanto ao tamanho. Quando
separados por eletroforese, os diferentes fragmentos amplificados formam entdo, o perfil de
RAPD-PCR ou RAPD-PCR fingerprinting (impressdo digital genébmica).

Entretanto, vale lembrar que para a amplificacdo de um fragmento RAPD no genoma em
analise, duas sequéncias de DNA complementares ao iniciador arbitrario devem estar
suficientemente adjacentes (menos que 4000 pares de bases) e em orientacdo oposta, de maneira
a permitir a amplificacdo exponencial de um segmento de DNA pela DNA polimerase (Ferreira
& Grattapaglia, 1996).

Os polimorfismos ou diferencas em padrdo de bandas vistos na eletroforese, podem ser
causados pelos seguintes fatores: presenca ou auséncia de sitios de anelamento do iniciador no
DNA molde; dele¢do ou insercdo de bases sitio de anelamento (alteram a habilidade destes de se
ligarem ao DNA); inser¢des que provocam um aumento no tamanho da seqiiéncia a ser
amplificada, podendo superar a processamento do DNA polimerase que, entdo, ndo polimeriza

novos fragmentos, ou dele¢bes que reduzem o tamanho da sequéncia alvo (Willianms et al,
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1990). Os polimorfismos podem indicar diferencas inter ou intra especificas, sendo portanto Uteis
para fins de diagnostico ou na epidemiologia, como marcadores moleculares de DNA.

A reacdo RAPD-PCR requer varios cuidados a fim de que haja reprodutibilidade. Como ja
mencionada anteriormente, a reacdo requer um DNA molde, DNA polimerase termoestavel,
oligonucleotideo iniciador e também desoxiribonucleotideos livres (dNTPs), ocorrendo em
tamp&o apropriado para a atividade enzimatica, com presenca de ion metalico divalente (Mg*?).
Na pratica, as propor¢des destes componentes requerem um 6timo de concentragdo. Excesso ou
falta de um destes componentes levam a ndo obtencdo de resultados reprodutiveis ou geéis de
dificil interpretacdo (Williams et al, 1993).

Como em toda técnica de PCR, trés temperaturas sao utilizadas a cada ciclo de amplificacéo,
destinando-se respectivamente a desnaturagdo, anelamento e polimerizacdo. No caso particular
do RAPD-PCR, a temperatura de anelamento é de suma importancia, pois se for muito baixa,
poderd diminuir a “estringéncia” do anelamento, resultando no aumento de pareamento
incompleto entre o iniciador e 0 DNA molde, com producdo de amplicons ndo reprodutiveis. Em
contrapartida temperaturas altas levam ao ndo anelamento, pois como j& dito anteriormente, 0s

iniciadores sé@o em torno de 10 pares de bases.

Finalmente, deve-se padronizar o nimero de ciclos a serem executados, pois quantidades
insuficientes de ciclos levam a um baixo rendimento do produto amplificado e um excesso de

ciclos, aumenta a quantidade e a complexidade de produtos inespecificos.

O RAPD-PCR tem sido muito utilizado no estudo de relacBGes fenéticas, identificacdo e
epidemiologia de muitos organismos, tais como, bactérias e fungos entomopatogénicos
(Brousseau et al, 1993; Leal et al, 1994; Pattanayak et al, 2001), bactérias fitopatogénicas
(Ferreira et al, 2000) e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Oakay et al, 1996; Ghelardi et
al, 2002). A técnica de RAPD-PCR tem sido amplamente empregada para diferenciar organismos
relacionados (Bassam et al, 1992; Hadrys et al, 1992; McClelland & Welsh, 1994; Daffonchio et
al, 1999) baseado no polimorfismo dos perfis da analise de RAPD.
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Malkawi et al (1999), com a técnica de RADP-PCR, detectaram o polimorfismo genético
entre 60 estirpes de B. thuringiensis isolados de solos de diferentes localidades da Jordania. Tem
sido demonstrado que sorovares de B. thuringiensis podem ser diferenciados e identificados com
base nos fingerprintings (impressdes digitais gendmica) da analise de RAPD e mesmo cepas

localizadas num mesmao sorotipo podem ser distinguidas (Brousseau et al, 1993).

Woodburn et al (1995), ao utilizarem a técnica de RAPD-PCR, demonstraram que cepas
patogénicas de B. sphaericus ndo possuiam afinidade com as cepas ndo patogéncias. Stephan et al
(1994) e Stephan (1996) aplicaram esta técnica para diferenciar estirpes de B. cereus, B. lentus e
B. licheniformis. Ronimus et al (1997) utilizando o RADP-PCR, obtiveram a identificacdo de
espéecies de Bacillus termofilicos e mesofilicos. Ja, Nilsson et al (1998) desenvolveram um
procedimento utilizando o RAPD-PCR para a tipagem em grande escala de cepas de B. cereus.
Zahner et al (1999), conseguiram identificar um marcador molecular para cepas mosquitocidas de

B. laterosporus, ao utilizar o iniciador OPA1 na técnica de RAPD-PCR.

Oliveira et al (2004) identificaram em linhagens de B. laterosporus um amplicon de 900pb
usando o iniciador OPA11 em analise de RAPD-PCR. Esse amplicon ndo foi detectado em outras
espéecies de Brevibacillus fenotipicamente relacionadas, sugerindo que este marcador seja
especifico para B. laterosporus, o qual se mostra Gtil no isolamento e identificacdo de novas
cepas bacterianas desta espécie.

Hansen et al (1998) demonstraram que o método molecular como hibridizagdo colonial é
apropriado para um extensa triagem dentro de um colecdo de culturas. Porém, quando 0s
resultados da hibridizacdo estdo associados com a analise do perfil de RAPD-PCR, os isolados
bacterianos podem ser agrupados através dos DNA fingerprintings e pelo contetudo genético, por
meio dos quais, novas abordagens pela PCR com iniciadores especificos, podem ser realizados

mais efetivamente.
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2 - OBJETIVOS
2.1 — Gerais

O principal objetivo deste estudo foi utilizar métodos fenotipicos e genotipicos para
avaliar o grau de similaridade intra-especifico entre estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis,
buscando elucidar a existéncia ou ndao de homogeneidade entre estas estirpes, isoladas de

diferentes nichos ecologicos e distintos locais.

2.2 — Especificos
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Determinar a atividade biologica toxica das estirpes autoaglutinantes de B.

thuringiensis contra larvas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Avaliar o comportamento das estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis

mediante emprego de determinados antimicrobianas

Estimar o peso molecular das proteinas presentes nas estirpes autoaglutinantes de
B. thuringiensis através da eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodio/ SDS-PAGE

Utilizar a eletroforese de isoenzimas a fim de se estabelecer o tipo eletroforético
de cada estirpe autoaglutinante, através da taxonomia numérica, com a finalidade

de determinar a similaridade entre as estirpes isoladas

Detectar o polimorfismo genético atraves da técnica de amplificacdo aleatdria de
DNAs polimérficos - RAPD-PCR, entre as estirpes autoaglutinantes de B.
thuringiensis isoladas de diferentes nichos ecoldgicos e correlacionar o perfil do
polimorfismo do DNA amplificado aleatério com a atividade biologica

apresentada nos bioensaios qualitativos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Cepas Bacterianas Empregadas e Suas Procedéncias

A Tabela 1 apresenta 29 estirpes de B. thuringiensis usadas neste estudo, sendo 28 estirpes

autoaglutinantes, isoladas no Laboratério de Fisiologia Bacteriana do Departamento de

Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, e o B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-

82 sorotipo flagelar H:14, cepa considerada de referéncia pelo Instituto Pasteur de Paris, utilizada

atualmente, também, como principio ativo de inseticidas biolégicos bacterianos comerciais.

Todas as culturas encontram-se mantidas sob a forma liofilizada, na Colecdo de Culturas do

Género Bacillus e Géneros Correlatos, do Laboratorio de Fisiologia Bacteriana.

Tabela 1: Fontes e locais de isolamento das linhagens de Bacillus thuringiensis utilizadas neste

estudo.

Procedéncia

LFB-FIOCRUZ

584
853
859
894
897
907
966
968
969
1028

1035
1036
1037

... continuagao

Sorovar/Sorotipol

israelensis/H:14
autoaglutinante
autoaglutinante
autoaglutinante
autoaglutinante
autoaglutinante
autoaglutinante
autoaglutinante
autoaglutinante

autoaglutinante

autoaglutinante
autoaglutinante

autoaglutinante

Fontes de Isolamento

Larvas de Culicideos
Pimenta-do-reino
Pimenta-do-reino
Pimenta-do-reino
Pimenta-do-reino

Solo imido
Solo imido
Solo imido
Solo imido

Rizosfera de vegetacéo
rasteira
Larvas de Simulium sp.

Larvas de Simulium sp.

Larvas de Simulium sp.

Regido de Isolamento

Israel
Rio de Janeiro/RJ?
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ
Rio de Janeiro/RJ

Caraguatatuba/SP?
Caraguatatuba/SP
Caraguatatuba/SP
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1038 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Caraguatatuba/SP

1039 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Caraguatatuba/SP

1041 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Caraguatatuba/SP

1042 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Caraguatatuba/SP

1043 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Caraguatatuba/SP

1044 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Caraguatatuba/SP

1061 autoaglutinante Larvas de Simulium sp. Guapimirim/RJ

1062 autoaglutinante Larvas de Aedes aegypti Iguaba Grande/RJ

1067 autoaglutinante Solo arenoso llha de Itacuruca/RJ

1068 autoaglutinante Solo arenoso Rio das Ostras/RJ

1070 autoaglutinante Rizosfera de vegetacéo Floresta da Tijuca, Rio de

rasteira Janeiro, RJ

1071 autoaglutinante Solo umido Floresta da Tijuca, Rio de
Janeiro, RJ

1072 autoaglutinante Solo arenoso Floresta da Tijuca, Rio de
Janeiro, RJ

1073 autoaglutinante Solo Umido Paineiras, Rio de Janeiro, RJ

1074 autoaglutinante Solo umido Paineiras, Rio de Janeiro, RJ

1076 autoaglutinante Solo imido Serra dos Orgaos, Teresopolis,

RJ
Legenda:

1 - Autoaglutinante = autoagregante. Celulas autoaglutinantes em solucdo de NaCl 0,85% e nao
pelo anti-soro flagelar especifico.

2 — RJ = Rio de Janeiro

3 — SP = S&o Paulo

3.2 — Confirmacéao da Posicdo Taxonémica das Cepas Bacterianas

As cepas isoladas foram submetidas as provas bioquimicas, fisiolégicas e citomorfoldgicas
préprias para o estudo taxondmico de bactérias do Género Bacillus, que seguem as
recomendagdes do Centro de Referéncia da Organizacdo Mundial de Salde para Bacillus
entomopatogénicos, do Instituto Pasteur de Paris, também segundo Gordon et al (1973); Cowan

& Steel (1974); Sneath (1986) e Vasconcellos & Rabinovitch (1994).

3.2.1 — Identificacdo Morfologica
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3.2.1.1 — Método de Coloracdo de Gram

Foi realizado segundo a técnica de Hucker (1922), citado por Conn et al (1957).

3.2.1.2 — Dimensionamento das Células na Fase Vegetativa de Crescimento

Para cada cepa estudada, foram tomadas medidas de 10 células vegetativas, comprimento e
largura, em 10 campos diferentes da lamina através da observacdo por microscopia éptica direta
(1000X), em laminas coradas pelo Método de Gram, de culturas com 18-24 horas de crescimento
a 30°C em Agar Nutriente. Considerou-se para 0 comprimento das células, o valor médio de cada

conjunto de medidas dimensionaveis.

3.2.1.3 — Evidenciacdo do Esporo e do Corpo Paraesporal

Foi realizado através da observacdo por microscopia Optica direta (contraste de fase), de
montagem Umida contendo suspensdo em agua destilada entre 1dmina e laminula, de culturas de
48 horas de crescimento a 30°C em Agar Nutriente. Observou-se a predominancia do tipo de
esporo, elipsoidal ou cilindrico, a posi¢cdo do esporo no esporangio, central, subterminal ou
terminal, o esporangio quanto a sua deformacdo ou ndo, bem como a presenca ou ndo de corpo

paraesporal.

3.3 — Provas Bioquimicas e Fisioldgicas

3.3.1 — Crescimento Anaerébico

Foi utilizado o meio Brewer Anaerobic-Agar (Difco), conforme Gordon et al (1973).
Férmula em g/L: Triptona — 5; Proteose-peptona — 10; Extrato de lévedo — 5; Dextrose — 10;
Cloreto de Sédio — 5; Tioglicolato de sédio — 2, Formaldeido sulfoxilato de sodio — 1; Agar-agar
— 15; Agua destilada q.s.p., pH 7,2 + 0,1, ajustado com solucdo de 1IN de NaOH. Apds a
distribuicdo de 6mL por tubos de ensaio de 15x150mm, esterilizou-se em autoclave a 120°C por

20minutos.
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A inoculagdo foi feita com auxilio de uma agulha umedecida com crescimento de 24 horas
em Caldo Nutriente, sendo transferida por picada até quase o fundo do tubo. Os crescimentos
foram pesquisados ao longo das picadas, principalmente a partir de 1cm abaixo da superficie. As
observacdes foram feitas por 7 dias. As cepas controle empregadas foram o B. cereus NCTC
2599 (positivo) e o B. megaterium ATCC 14581 (negativo).

3.3.2 — Hidrolise do Amido

Foi utilizado o meio Agar Nutriente acrescido de amido soltvel na proporcio de 0,2%, de
acordo com Claus & Berkeley (1986). Esterilizou-se em autoclave a 120°C por 20 minutos. Ap6s
a autoclavacao e resfriamento a 45°C a mistura foi distribuida assepticamente (15mL) em placas
de Petri com 15x90mm.

As placas de Agar Amido foram divididas em cinco partes iguais e em cada parte foi
inoculada com 5uL de um crescimento de 24 horas em Caldo Nutriente da cultura com auxilio de
uma pipeta. Apés a incubagdo por 24 horas, a hidrélise do amido foi testada, revelando-se com
vapores de iodo. A presenga de uma zona de transparéncia incolor ao redor e sob o crescimento
indicava a producdo de amilase, ou seja, hidrdlise positiva. Os crescimentos das culturas nédo
hidroliticas do amido, deixavam o meio de cultura com uma coloracdo azul intensa. As cepas
controle empregadas foram o B. cereus NCTC 2599 (positivo) e o B. sphaericus ATCC 14577

(negativo).

3.3.3 — Fermentacdo de Carboidratos

Os acucares testados foram adicionados ao seguinte meio basico (Gordon et al, 1973; Claus
& Berkeley 1986), em g/L: (NH4)2HPOs — 1; MgSQO4.7H.0O — 0,2; Extrato de lévedo — 0,2; e
Agua destilada g.s.p. O pH foi ajustado para 7,0 com solucdo de NaOH 1N antes de se adicionar
15mL de solucéo de Purpura de bromocresol a 0,04%. Foram distribuidos 100mL do meio béasico
em baldes. A esterilizacdo foi realizada em autoclave a 120°C por 20 minutos. Os carboidratos
empregados foram: D(+) - glicose, L(+) - arabinose, D(+) - manitol e D(+) - xilose.

As solucdes dos carboidratos foram preparadas separadamente e na concentracdo de 20%,

sendo autoclavadas a 120°C durante 15 minutos. A adi¢do das solucdes de carboidratos ao meio
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bésico foi realizada assepticamente na propor¢cdo de 5mL para cada baldo. Seguiu-se
homogeneizacdo e distribuicdo asséptica de 5SmL por tubos de ensaio de 15x120mm com tampa
de rosca. No tubo de ensaio contendo o meio de glicose colocou-se um tubo de Durham para a
pesquisa de producdo de gas. As leituras foram feitas com 7 e 14 dias, sendo que a utilizacdo dos
carboidratos foi constatada pela turva¢do e mudanga da cor do meio de pdrpura para o amarelo.
As cepas controle empregadas para a fermentagdo da glicose foram o B. cereus NCTC 2599
(positivo) e o B. sphaericus ATCC 14577 (negativo). Para a fermentacdo da arabinose, xilose e
manitol, as cepas controle utilizadas foram o B. polymyxa ATCC 842 (positivo) e o B. sphaericus
ATCC 14577 (negativo).

3.3.4 — Hidrolise da Caseina

Foram utilizados os Meios A e B, conforme Gordon et al (1973). A formula em g/L: Meio A
— Skim milk (Difco) — 5; Agua destilada q.s.p. 50mL e o Meio B — Agar-4gar — 14; Agua
destilada g.s.p. 50mL. A esterilizacdo era realizada separadamente para cada meio em autoclave a
120°C por 15 minutos. Resfriava-se a 45°C e misturava-se 0 meio A com B e seguindo a
distribuicdo em placas de Petri (15x90mm). As placas permaneceram invertidas em estufa a 33°C
até a secagem da superficie por 72 horas.

As placas foram inoculadas com auxilio de uma al¢a contendo cultura vinda de crescimento
de 24 horas em Caldo Nutriente. As placas inoculadas foram incubadas a temperatura de 33°C
por 24 horas. A hidrélise da caseina (reacdo positiva) foi observada pela formacdo de um halo
transparente ao redor da colbnia. As cepas controle empregadas foram o B. megaterium ATCC
14581 (positivo) e o B. macerans ATCC 8244 (negativo).

3.3.5 — Utilizacdo do Citrato de Sédio

O meio utilizado para testar a utilizacdo do citrato de sodio foi Agar Citrato de Christensen,
na férmula descrita por Claus & Berkeley (1986), em g/L ou mL/L: Extrato de lévedo — 0,5;
Citrato de sodio — 3,8; Glicose — 0,2; Cloreto de L(+) Cisteina — 0,1; Fosfato de Potassio Dibasico
—1,0; NaCl — 5,0; Vermelho de fenol 0,04% — 0,02; Agar-agar — 12,0 — Agua destilada q.s.p.;
pH 6,6 — 6,8, ajustado com solucdo de NaOH 1N. Apds fusdo e resfriamento a 45°C eram
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distribuidos 3mL por tubos de ensaio de 15x150mm com tampa de rosca afrouxada. Apo6s a
esterilizacdo em autoclave a 120°C, por 20 minutos, permaneciam inclinados até o resfriamento.

A inoculacgéo de cada linhagem foi realizada com auxilio de uma alga contento cultura vinda
de crescimento de 24 horas em Caldo Nutriente e incubado na temperatura de 33°C por 24 horas
a 48 horas. A utilizagéo do citrato (reagdo positiva) foi observada pela mudanca de cor do meio,
do amarelo para a coloracdo rdsea-intenso. As cepas controle empregadas foram o B. cereus
NCTC 2599 (positivo) e o B. macerans ATCC 8244 (negativo).

3.3.6 — Hidrolise da Esculina

O meio utilizado foi descrito por Cowan & Steel, (1974) e a formula por g/L: Peptona — 10;
Citrato de ferro amoniacal — 1,0; Esculina — 1,0; Agar-agar — 20; Agua destilada q.s.p.; pH 7,4,
ajustado com solucdo de NaOH 1N. Apds fusdo era resfriado a 45°C sendo distribuido 3mL por
tubos de ensaio de 15x150mm com tampa de rosca afrouxada. Apés a esterilizagcdo em autoclave
a 120°C por 20 minutos, eram inclinados até o resfriamento.

A inoculacdo de cada linhagem foi realizada com auxilio de uma al¢a contendo cultura vinda
de crescimento de 24 horas, em Caldo Nutriente, e incubada a temperatura de 33°C por 24 horas a
48 horas. A hidrolise da esculina (reacdo positiva) foi observada pela mudanca de cor do meio,

do marrom para o0 negro. A cepa controle empregada foi o B. cereus NCTC 2599 (positivo).

3.3.7 — Reducdo do Nitrato a Nitrito

As linhagens em estudo foram cultivadas no meio Caldo Nitrato (Difco), conforme
recomendado por Gordon et al (1973) e a férmula em g/L é: Peptona de carne — 5; Extrato de
carne — 3; Nitrato de potassio — 1; Agua destilada q.s.p.; pH 7,0, ajustado com solucio de NaOH
IN. Distribuiam-se 3 mL em tubos de ensaio com 15x150mm e tampa de rosca. A esterilizacdo
foi em autoclave a 120°C por 20 minutos.

A inoculacdo de cada linhagem (em triplicata) foi realizada com auxilio de uma alga
contento cultura vinda de crescimento de 24 horas em Caldo Nutriente e incubada a temperatura
de 33°C por 3, 7 e 14 dias. Ao término de cada periodo, adicionava-se para cada 1 mL de cultura
0,15 mL de uma das seguintes solugdes: Solucdo 1, em g/L: Acido sulfanilico — 8; Acido acético

glacial 5N g.s.p.e Solucdo 2, em g/L: Dimetil-alfa-naftilamina — 5; Acido acético glacial 5N q.s.p.
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O aparecimento de uma coloragdo vermelha intensa confirmava a presenca de nitrito produzido
pela reducdo do nitrato. As cepas controle empregadas foram o B. cereus NCTC 2599 (positivo) e
0 B. megaterium ATCC 14581 (negativo).

3.3.8 — Producéo de Acetil-Metil-Carbinol

O teste de Voges-Proskauer (VP), para a deteccdo da producdo de acetoina, foi realizado
segundo Gordon et al (1973) e Claus & Berkeley (1986). Férmula do meio em g/L: Proteose-
Peptona (Difco) — 7; Glicose — 5; Cloreto de sodio — 5; Agua destilada g.s.p. O pH era ajustado
para 6,7 com solucdo de NaOH 1N. Esterilizava-se em autoclave a 120°C por 20 minutos.

As culturas em triplicata foram incubadas por 3, 5 e 7 dias a temperatura de 33°C. A pesquisa
do pH no meio de VP foi feita com 3 dias, adicionando 2 a 3 gotas do indicador Vermelho de
metila. Se a coloracdo resultasse vermelha, indicava que o pH era < 6; se permanecesse amarela,
0 pH estaria acima de 6,3. Antes que as culturas incubadas por 5 e 7 dias fossem testadas para
presenca de acetoina, determinava-se o pH com papel indicador; e em seguida eram adicionados
3 mL de NaOH 40% e 0,5 mg de creatina. A presenca de acetoina (reacdo positiva) era observada
pela produgdo de um halo vermelho na superficie do tubo ap6s 30-60 minutos. As cepas controle
empregadas foram o B. cereus NCTC 2599 (positivo) e o B. megaterium ATCC 14581

(negativo).

3.3.9 — Producéo da Lecitinase

Formulado de acordo com Vasconcellos & Rabinovitch (1994). O meio continha em g/L.:
Triptona (Difco) — 10; Tris-(hidroximetil)aminometano — 1,21; Cloreto de sodio — 5;
MgS04.7H20 — 0,2; Resazurina — 0,01; Agar-agar — 20; Agua destilada 950 mL, pH 7,2 + 0,2.
Esterilizou-se em autoclave a 120°C por 20 minutos, resfriou-se 0 meio até 45°C, e adicionou-se
assepticamente 50 mL de gema de ovo estéril (Difco), seguindo-se homogeneizacdo sendo apds
vertidos 13 mL da mistura em placas de Petri (15x90mm).

As placas foram inoculadas com 10 uL de cultivo, de cada cepa, e observadas apos a
incubacdo a 30°C por 24 horas. A hidrolise da lecitina aparece sob a forma de um halo turvo

contornando as colonias, podendo ser levemente corado em rosa, em contraste com o restante do
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meio de cultura que permanece com a cor rosa mais intensa. As cepas controle empregadas foram
0 B. cereus NCTC 2599 (positivo) e o B. megaterium ATCC 14581 (negativo).

3.3.10 — Producédo de Catalase

A pesquisa foi feita de acordo com Gordon et al (1973) e Claus & Berkeley(1986). Uma
pequena quantidade de cultivo bacteriano em Agar Nutriente foi retirada com alca, sendo
depositada em uma lamina de vidro. Adicionaram-se duas gotas de peréxido de hidrogénio a
10%. O desprendimento de gés, em virtude da decomposi¢do do peréxido de hidrogénio em &gua
e oxigénio, era devido a acdo da catalase. A cepa controle empregada foi o B. cereus NCTC 2599

(positivo).

3.3.11 — Liquefacdo da Gelatina

A pesquisa da hidrolise da gelatina foi realizada de acordo com Claus & Berkeley (1986). A
formula em g/L: Peptona de carne — 5; Extrato de carne — 3; Gelatina — 120; Agua destilada g.s.p.
O pH foi ajustado para 6,8 + 0,1 com solucdo de NaOH 1N. Esterilizou-se em autoclave a 120°C
por 20 minutos.

A inoculacdo de cada linhagem foi realizada com auxilio de uma al¢a contendo cultura vinda
de crescimento de 24 horas em Caldo Nutriente e incubado a temperatura de 33°C durante 24
horas. Ap6s este periodo, os tubos inoculados foram retirados da estufa e transferidos para a
geladeira por 20 minutos. A hidrolise da gelatina (reacdo positiva) foi observada se 0o meio
estivesse liquefeito, caso 0o meio estivesse consistente, considerava-se como reacao negativa. As
cepas controle empregadas foram o B. cereus NCTC 2599 (positivo) e o B. coagulans ATCC
7050 (negativo).

3.3.12 — Agar-Sangue com Producio de Hemolise
Adicionou-se 5% de sangue desfibrinado de carneiro ao Agar BHI (Brain Heart Infusion —

Difco), pH 7,4 e manteve-se a temperatura de 45-50°C. Homogeneizou-se e distribuiu-se em
placas de Petri (15x90mm). A atividade hemolitica foi pesquisada a partir de semeadura por
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depdsito de 10 uL do crescimento das culturas bacterianas sobre a superficie da placa contendo
Agar Sangue. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas, e observou-se a existéncia de
atividade hemolitica, indicada por uma zona de hemolise completa de 2 — 4mm de diametro (-
hemolise), ao redor do crescimento bacteriano. A cepa controle empregada foi o B. cereus NCTC
2599 (positivo).

3.3.13 — Crescimento em Diferentes Concentracdes de Cloreto de Sédio

Tubos com Caldo Nutriente contendo 0, 5, 7 e 10% (p/v) de Cloreto de sédio foram
inoculados com auxilio de uma alca contendo cultura vinda de crescimento de 24 horas em Caldo
Nutriente e incubado a temperatura de 33°C durante 24 horas. O crescimento nas varias
concentracOes de NaCl foi observado em 7 e 14 dias. Para o crescimento de cloreto de sodio a 5,
7 e 10%, as cepas controle empregadas foram o B. licheniformis NCTC 10341 (positivo) e o B.
macerans ATCC 8244 (negativo).

3.3.14 — Produgdo do Indol

Tubos, em duplicata, contendo Caldo Triptona a 1% foram inoculados e incubados a 30°C
durante 5 e 14 dias. Ap6s este periodo, adicionaram-se 2mL do Reativo de Kovacs (Alcool
amilico — 75mL; Acido cloridrico concentrado — 25mL; p-Dimetilaminobenzaldeido — 5g) em
cada tubo inoculado. Apos agitacdo observou-se o aparecimento de cor na camada alcodlica:
vermelha indicava resultado positivo e amarelo, resultado negativo. As cepas controle

empregadas foram o B. alvei ATCC 6344 (positivo) e o B. cereus NCTC 2599 (negativo).

3.3.15 — Caldo Nutriente

Formula em g/L: Peptona de carne — 5; Extrato de carne — 3; Agua destilada g.s.p. e pH 6,8 +

0,1. Esterilizava-se em autoclave a 120°C por 20 minutos.

3.3.16 — Agar Nutriente

Formulado como item 3.3.15 acrescido de 20g/L de Agar-agar.
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3.4 — Avaliacdo Qualitativa da Atividade Bioldgica

As linhagens de B. thuringiensis autoaglutinantes foram crescidas em Agar Nutriente por 48
horas a 30°C + 1°C. Foram, entdo, suspensas em solucéo salina estéril (NaCl a 0,85%). Aliquotas
de 1mL da suspensdo bacteriana com uma densidade Optica igual a 0,1 e comprimento de onda
ajustado para 600nm, foi adicionado em 50 mL de &gua destilada, contida em copos plasticos
descartaveis contendo 15 larvas de 3° estadio jovens de Aedes aegypti ou Culex quinquefasciatus,
seguindo-se incubacédo a 25°C + 1°C por 48 horas. Como referéncia de toxicidade foram usadas
suspensdes das linhagens de B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-82 (LFB-FIOCRUZ 584) e
do B. sphaericus 2362 (LFB-FIOCRUZ 736) que foram tomadas neste estudo como padrdes e,
também, como controle positivo para cada uma das espécies de larvas, respectivamente Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus. Todas as linhagens foram testadas em duplicata e as larvas que
néo receberam suspensdes bacterianas prestaram-se como controle negativo.

As mortalidades foram registradas 24 horas pos-tratamento em larvas de Ae. aegypti e 48
horas pos-tratamento em larvas de Cx. quinquefasciatus. O parametro de avaliacdo da atividade
bioldgica foi considerado conforme Oliveira et al (1998), de acordo com a seguinte classificacao:

e 0% a 20% de mortalidade larval igual a baixa toxicidade,
e 21% a50% de mortalidade larval igual a média toxicidade,

e >50% de mortalidade larval igual a alta toxicidade.

3.5 — Susceptibilidade a Antimicrobianos

O perfil de resisténcia e sensibilidade a antimicrobianos foi efetuado segundo o método de
difusdo dos antimicrobianos a partir de discos impregnados com quantidades conhecidas,
segundo Bauer et al (1966) e N.C.C.L.S. (2003). Os antimicrobianos usados foram os seguintes:
Acido Nalidixico, 30ug (AN); Ampicilina, 10ug (AP); Bacitracina, 10un. (BC); Cefalotina, 30ug
(CF); Cefoxitina, 30ug (CT); Clindamicina, 2ug (CL); Cloranfenicol, 30ug (CO); Eritromicina,
15ug (EL); Estreptomicina, 10ug (ET); Fosfomicina, 50ug (FO); Gentamicina, 10ug (GN);
Lincomicina, 2ug (LN); Polimixina B, 300un. (PL); Penicilina G, 10un. (PN); Sulfonamidas,
300ug (SF); Sulfazotrim, 25ug (STF); Tetraciclina, 30ug (TT); Kanamicina, 30ug (KN);

69



Netilmicina, 30ug (NET); Rifampicina, 5ug (RD); Sulfametoxazol/trimetoprim, 25ug (SXT) e
Vancomicina, 5ug (VA).

3.5.1 — Inoculagéo das Placas de Petri

A inoculacéo foi realizada a partir de culturas de 18 horas de crescimento a 33°C em Caldo
BHI (Difco). As placas de Petri com 150mm de didmetro contendo 60 mL de meio com
profundidade de 4 mm de Agar Mueller-Hinton estéril foram inoculadas com o auxilio de “swab”
que foi mergulhado em tubo contendo o pré-indculo. Retirava-se o liquido excedente do “swab” e
aplicava-se o in6culo na placa, espalhando-o sobre a superficie inteira. Na superficie de cada
placa de Petri inoculada colocavam-se 10 discos impregnados com antimicrobianos, em
quantidades conhecidas, com auxilio de uma pinca estéril. Em seguida, as placas de Petri
inoculadas foram depositadas em estufa a 33°C. Apos 24 horas foi efetuada a leitura das zonas de

inibicdo, com auxilio de um halémetro (régua em milimetros).

3.5.2 — InterpretacOes dos Resultados

As medidas dos halos de resisténcia foram comparadas com as medidas padrdo (N.C.C.L.S.,

2003), para cada antimicrobiano testado (Quadro 1).

Quadro 1: Pardmetros para interpretacdo dos diametros dos halos de inibi¢do nos antibiogramas.

Antimicrobianos” Abreviaturas Concentragéo Resisténcia Sensibilidade
) dos Discos (mm) (mm)
Acido Nalidixico AN 30ug <18 >19
Ampicilina AP 10ug <18 >19
Bacitracina BC 10U <12 > 13
Cefalotina CF 30ug <17 > 18
Cefoxitina CT 30ug <17 >18
Clindamicina CL 2ug <16 > 17
Cloranfenicol Cco 10ug <17 > 18
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Eritromicina EL 15ug <17 >18

Estreptomicina ET 10ug <14 >15
Fosfomicina FO 50ug <14 >15
Gentamicina GN 10pg <14 >15
Lincomicina LN 2ug <16 >17
Polimixina B PL 300U <11 >12
Penicilina G PN 10U <21 > 22
Sulfonamida SF 300ug <16 > 17
Sulfazotrim STF 25ug <17 >18
Tetraciclina TT 30ug <18 >19
Kanamicina KN 30ug <17 > 18
Netilmicina NET 30ug <14 >15
Rifampicina RD 5ug <24 >25

Sulfametoxazol/trimetoprim SXT 25ug <10 >11

Vancomicina VA 5ug <17 >18

Legenda:
* Todos os discos de antibidticos e quimioterapicos foram fornecidos pelo Laboratdrio Cecon, com excecdo da Netilmicina,
Rifampicina, Sulfametoxazol/trimetoprima e Vancomicina procedente do Laboratério OXOID.

3.6 — Eletroforese de Proteinas dos Cristais de Protoxinas

Para a realizacdo desta caracterizacdo, foi utilizada a anéalise do perfil protéico dos cristais
produzidos pelas linhagens em estudo. Esta analise foi feita através da eletroforese em gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio/ SDS-PAGE a 12%, como descrito por Laemmli & Favre
(1973).

Esta técnica estd fundamentada na separacdo de moléculas de acordo com 0 seu peso
molecular em um meio-suporte de gel de poliacrilamida e de tampdes com pH adequados, sob a
influéncia de um campo elétrico. Os géis de poliacrilamida s&o utilizados para a separacéo de
proteinas ou moléculas pequenas de acidos nucléicos, sendo portanto Util para estimar o peso
molecular dos polipeptideos.

Para a obtencédo das proteinas dos cristais de protoxinas, as cepas bacterianas foram crescidas

em Caldo Simples (Extrato de carne-5g/L; Peptona de carne-10g/L e NaCl-5g/L), numa

71



temperatura de 33°C + 1°C e agitacdo em “Incubator Shaker” a 175 rpm, durante um periodo de
48 horas. Posteriormente, cada linhagem foi centrifugada em “Labofuge 400R” a 5.000 rpm, a
10°C durante 20 minutos. Em seguida, o residuo foi ressuspenso em 1mL de agua destilada
estéril, e 75uL deste residuo foram adicionados em 25uL de tampéao de amostra (Tris-HCI 0,5M
pH 6,8; SDS 10%; B-mercaptoetanol 4%; Glicerol 8%; Azul de bromofenol 0,1%) e aquecidos a
100°C por 10 minutos (Lecadet et al, 1992).

O extrato com as proteinas solubilizadas, de cada cepa, foi centrifugado (10.000 rpm por 5
minutos) e o sobrenadante foi aplicado em gel de poliacrilamida a 12% e, entdo, submetido a
eletroforese. Ao término da corrida, o gel foi imerso imediatamente em solucdo fixadora
preparada com metanol a 50% em agua destilada (454mL) e &cido acético glacial (46mL), com
leve agitacdo, durante 20 minutos. Em seguida, o gel foi transferido a solucdo corante
(Coomassie Blue BB R-250 a 0,25% em solucéo fixadora), e submetido a leve agitagdo, por 10
minutos. O excesso do corante foi retirado do gel com inumeras lavagens em solucdo
descolorante (Metanol 50mL/L e Acido acético glacial 75mL/L).

Posteriormente, o gel foi transferido a solucdo de secagem [Metanol a 50% em &gua
destilada (454mL) e Glicerol 0,5%] durante 5 minutos e afixado em papel celofane também
embebido na solucdo de secagem, sendo em seguida deixado a temperatura ambiente para secar .

Foram utilizados marcadores de peso molecular conhecidos, tais como: a miosina — 205 kDa;
B-galactosidase -116 kDa; fosforilase B — 97,4 kDa; albumina sérica — 66 kDa; ovalbumina de
ovo branco — 45 kDa e carbénico-anidrase — 29 kDa, para determinar o tamanho das moléculas de

proteinas das linhagens em estudo.

3.7 — Eletroforese de Multilocus Enziméaticos (MLEE)

Na eletroforese de isoenzimas em gel de agarose, a separacdo das moléculas de enzimas se
fundamenta na diferenca da carga idnica entre as moléculas protéicas e a velocidade de
deslocamento no suporte, por estes serem extremamente porosos, o que colabora para migracgdes
protéicas diferenciadas. A velocidade de migracéo das proteinas esta relacionada com o tamanho
da carga elétrica na molécula enzimatica, aplicada no campo elétrico pelos eletrodos. A principal
funcdo do tampdo é de manter o pH constante uma vez que durante a eletroforese, acidos séo

produzidos no anodo e bases sdo geradas no catodo.
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3.7.1 — Procedimento Experimental

3.7.1.1 — Crescimento e Lise Celular

As cepas bacterianas a serem submetidas a eletroforese foram cultivadas em Agar BHI
(Brain Heart Infusion — Difco), pH 7,4 a 33°C. Com 18 horas, quando as células bacterianas
ainda encontravam-se na fase vegetativa de crescimento, era retirada uma alca cheia de cada
cultura a qual era suspensa em 400uL de tampao de lise (Triton X-100 1%; 0,1M Tampéo Tris
pH 8,0; EDTA 0,001M; DDT 0,001M e &cido e-p-amino-n-capréico 13%). Cerca de 30mg de
pérolas de vidro com 0,5mm de didmetro eram adicionadas a cada amostra, que entdo era
homogeneizada em agitador magnético durante 1 min. Desta forma foi realizado um processo de
lise quimico e fisico das células bacterianas. O material lisado foi entdo mantido a 0°C. As
células lisadas e congeladas foram utilizadas e reutilizadas até trés vezes para as corridas
eletroforéticas (Zahner et al, 1989,1992).

3.7.1.2 — Técnica de Eletroforese de lIsoenzimas (Eletroforese de Multilocus Enziméticos —
MLEE)

Para elaboracdo do gel de agarose a ser utilizado na corrida de eletroforese, foi preparada
uma solucdo de Agarose a 1% (p/v) em tampé&o apropriado para cada enzima na proporcéao de 1:2.
Este conjunto foi fundido e aproximadamente cerca de 70mL desta solucdo foram derramadas
numa pelicula pléstica especifica (‘Gel Bond”), colocada sobre uma placa nivelada. Apos a
gelificacdo sobre o suporte, o gel foi acondicionado em geladeira por no minimo 18 horas e no
maximo 48 horas. Para a sua utilizacdo o gel foi coberto com papel de filtro para secagem antes
da aplicacdo dos lisados de células, o que permitia uma melhor absorcdo. Para a aplicacdo das
amostras foi colocada uma fita plastica com 24 orificios eqidistantes.

Posteriormente, foram aplicados 10uL de cada lisado nos orificios da fita sobre o gel,
esperou-se secar para que os lisados fossem absorvidos e em trés orificios aplicaram-se junto com
0 lisado 5 puL de um composto de corantes (Azul de bromofenol, 34mg; Xilenocianol, 28mg;

Agua destilada, 10mL) utilizado como marcador de corrida, para facilitar a visualizagdo e
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controle da velocidade e o término da corrida. Em seguida, este gel foi depositado em uma cuba
de eletroforese horizontal “Multiphor II System”, a temperatura constante de 10°C, mantida por
um circulador de agua resfrigerada “Multitemp II”. As duas camaras, do catodo e do anodo, da
cuba de eletroforese, foram preenchidas com dois litros cada com tampé&o apropriado para cada
enzima a ser testada (Quadro 2). As amostras foram colocadas no catodo e a migracdo procedeu-
se para 0 anodo, tendo a maioria das enzimas testadas, sob as condi¢Oes experimentais, carga
negativa. A fonte de energia foi mantida com voltagem constante dependendo do tampao

utilizado e da enzima a ser revelada (Zahner et al, 1989,1994).

Quadro 2: Solugdes tampdes empregadas na técnica da eletroforese de isoenzimas (MLEE).

Solucgéo Férmula g/L Tampdo
Tampéo namero (*)
Tris maléico Acido maléico 5,0
pH 7,4 Trizma 12,11 1
Na, EDTA 0,37
MgCl; (anidro) 0,095
Fosfato Na;HPO,.7 H,0O 51,45 2
pH 8,0 NaH:PO,. H,0O 1,105
Tris citrato ) Trizma 41,6 3
pH 8,1 Acido citrico 16,5
Legenda:

(*) = Numeragdo para correlacionar com os dados do Quadro 3.

3.7.1.3 — Revelacdo das Isoenzimas

Ao término da corrida eletroforética, o gel foi removido da cuba e imerso na solucdo de
revelacdo especifica para cada enzima e em seguida incubado a 37°C. O tempo dependia de
observacgdo constante para determinar o melhor momento a interrupcdo das reagfes enzimaticas
para visualizagdo das bandas. A interrupc¢éo foi feita adicionando-se ao gel uma solucéo de acido
acetico a 5% (v/v). Inimeras trocas da solucdo foram realizadas a fim de remover o material ndo

precipitado.
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Os procedimentos histoquimicos envolvidos na revelacdo/coloragdo de cada enzima se
baseiam na propriedade catalitica das mesmas e, estas quando em contato com os substratos
especificos além de outras substancias quimicas (co-fatores, enzimas de ligacdo, ions, etc),
necessarias para suas atividades, transformam o substrato em produto. Quando um dos
componentes da reagdo enzimatica é corado, pode-se visualizar a posi¢do da banda no gel de
agarose.

Neste estudo, 10 sistemas enzimaticos foram testados, a fim de se obter a revelacdo das
seguintes enzimas: Malato desidrogenase, MDH (E.C. 1.1.1.37); Enzima Malica, ME (E.C.
1.1.1.40); Alanina desidrogenase, ALDH (E.C. 1.4.1.1); Leucina desidrogenase, LDH (E.C.
5.3.1.8); Nucleosideo fosforilase, NP (E.C. 2.4.2.1); Fosfoglucose isomerase, GPI (E.C. 5.3.1.9);
Esterase, EST (E.C. 3.1.1.1); Peptidase 3, PEP3 (E.C. 1.1.1.4); Peptidase 2, PEP2 (E.C. 3.4.11.1)
e Peptidase D, PEPD (E.C. 3.4.13.9).

As solugdes especificas utilizadas a revelacdo de cada enzima estdo especificadas no Quadro
3, segundo preconizado por Selander et al (1986).

3.7.1.4 — Interpretacdo dos Géis

Apo0s a secagem em temperatura ambiente, o gel era analisado. Cada banda revelada no gel
foi chamada de eletromorfo. Os eletromorfos foram numerados de acordo com sua mobilidade
anodica. Cada eletromorfo foi numerado em ordem crescente, sendo que a banda mais proxima
do catodo foi designada como variante 1, a posterior recebia 0 nimero 2 e assim sucessivamente.
ApoOs esta padronizacdo, as cepas que apresentavam uma determinada banda em uma enzima
especifica eram utilizadas para confirmar ou determinar o perfil de outras cepas, pois, sabe-se
que, num estudo em que Varias enzimas sdo testadas, as amostras que apresentam 0 mesmo
padrdo isoenzimatico, isto é, quando tém os mesmos eletromorfos para cada enzima, pertencem

ao mesmo tipo eletroforético (TE) (Selander et al, 1986).
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Quadro 3: Sistemas de revelagdo das enzimas empregadas na técnica da eletroforese de isoenzimas (MLEE).

Enzimas

ALDH
E.C.1411

EST
E.C3.111

GPI
E.C.53.1.9

LDH
E.C.53.18

MDH
E.C.1.1.1.37

ME
E.C.1.1.1.40

NP
E.C.3.2.21

PEP D
E.C.3.4.13.9

Tampao da
reacao
Tris HCI
4 mL pH 8,0
10mLpH 7,4
4 mL pH 8,0

4mLpH 7,4

4 mL pH 8,0

AmLpH7/4

AmLpH7/4

4mLpH 7,4

H.O

40 mL

1mL

1mL

3mL

5mL

Substratos

100mg alanina
25mg a-naftil-
acetato

1 mL frutose-
6-fosfato

300mg leucina

1 mL de
malato de
sodio

1 mL de
malato de
sédio
30mg inosina

10mg L-
leucil-prolina

1mL
NAD

1mL
NADP

3mL
NAD

2mL
NAD

1mL
NADP

Coenzimas Ativadores
200mg/10mL  400mg/mL  4g/10mL

200uL
MgCl;

20mg
MnCl,

Enzima de
Ligacéo

10 uL G6PDH

10uL xantina
oxidase
2mg amino
oxidase
100uL
peroxidase

Meétodo de
Visualizagéo

2,0mL MTT
1,0 mL PMS

25mg Fast
Blue RR

2,0mL MTT
1,0 mL PMS

2,0mL MTT
1,0 mL PMS

2,0mL MTT
1,0 mL PMS

2,0mL MTT
1,0 mL PMS

2,0mLMTT

1,0 mL PMS
10mg 3-

amino-9-etil-
carbazole

Tampao

do

Eletrodo

*)
2
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2mg amino
PEP 2 4mLpH74 5mL 10mg L- 20mg oxidase
E.C.3.4.11.1 leucil-prolina MnCl; 100uL
peroxidase
2mg amino
PEP 3 4mLpH74 5mL 10mg L- 20mg oxidase
E.C.1.1.1.40 leucil-prolina MnCl; 100uL
peroxidase

Legenda: (*) = Os tampdes do eletrodo apropriados a cada enzima encontram-se listados no Quadro 2.

10mg 3-
amino-9-etil-
carbazole

10mg 3-
amino-9-etil-
carbazole
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3.8 — Estudos Genéticos de Bacillus thuringiensis

3.8.1 — Extragdo de DNA

A extracdo do DNA seguiu a metodologia usada por Harwood et al (1990) citado em Santos
(2000).

Para obtencdo do DNA cromossomal de cada linhagem autoaglutinantes de B. thuringiensis,
as estirpes foram inoculadas em 3mL de Caldo Luria-Bertani (Bacto-triptona - 10g/L, Extrato de
levedo - 5g/L, Cloreto de sédio — 10g/L pH 7,2) a 33°C + 1°C, 130 rpm por 4 horas. Desse pré-
indculo foram retirados 100uL e inoculados em 10mL de Caldo Luria-Bertani sendo incubados
nas mesmas condi¢des do pré-indculo por 24 horas.

As celulas foram recolhidas do meio de cultivo por centrifugacdo a 5.000 rpm por 20
minutos a 10°C. O residuo resultante foi ressuspenso em 1mL da solucdo tampdo (1L0mM Tris-
HCI pH 7,0; 10mM EDTA pH 8,0; 300mM NaCl). Em seguida, o sedimento de cada amostra foi
centrifugado durante 5 minutos a 13.000 rpm e 10°C. Ap6s o descarte do sobrenadante, foram
acrescentados 300uL da solucdo tampéo, sendo homogeneizado em agitador magnético. A seguir,
foram adicionados 150uL de solugédo de Lisozima (20mg/mL), e homogeneizado por inversdo (+
15 vezes) e resfriado em gelo por 15 minutos. Em seguida, foi aquecido em banho-maria a 37°C
por 15 minutos. Apds retirar do banho-maria, foram adicionados 25uL de Lauril sarcosil (30%),
homogeneizando-se delicadamente e aquecendo em banho-maria a 65°C por 28 minutos. A
seguir, deixava-se descansar por 10 minutos em gelo.

Seguiu-se o tratamento com fenol-cloroférmio (v/v), com homogeneizacdo em agitador
magnético até aparéncia leitosa. Em seguida, centrifugava-se por 6 minutos, 13.000 rpm, a 10°C.
Passou-se a recuperacdo da fase superior e posterior tratamento com cloroférmio 1:1 com
homogeneizacdo em agitador magnético. Ap6s a centrifugacdo (13.000 rpm por 5 minutos a
10°C), seguiu a recuperacdo da fase superior pela centrifugacédo e posterior tratamento com 2,5X
de alcool etilico gelado (v/v) e 10uL de acetato de sédio 3M (pH 7,0). A homogeneizacdo foi
feita por inversdo dos tubos suavemente. Os tubos foram depositados em freezer (— 20°C) para
precipitar até o dia seguinte.

Ap0s 24 horas, esses tubos foram centrifugados por 7 minutos a 13.000 rpm e 10°C. Ap6s o

descarte do sobrenadante, adicionou-se 500uL de etanol a 70% gelado, centrifugando-se por mais
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5 minutos a 10.000 rpm e 10°C. O sobrenadante foi desprezado e colocava-se os tubos contendo
0 DNA extraido na capela quimica com exaustdo por lhora para evaporagdo do etanol.. O
material extraido foi ressuspenso em 120uL de &gua bidestilada estéril e posteriormente
homogeneizado e tratado com 1uL de RNAse (30mg/mL) e aquecido em banho-maria a 37°C por
lhora. Ao final desse periodo, o material extraido foi estocado em freezer (— 20°C) para uso

posterior.

3.8.1 - Dosagem do DNA

Apbs a extracdo, a concentracdo de DNA foi determinada conforme Sambrook et al (1989).
As amostras de DNA de concentracdes desconhecidas foram aplicadas em gel de agarose 1% em
Tris-borato EDTA (TBE) (Tris-borato 89mM; EDTA 2mM pH 8,0), juntamente com padrdes de
DNA de concentracdo conhecida. Ap0s a eletroforese, o gel foi corado em solucéo de brometo de
etidio na concentracdo de 0,5ug/mL, em agua destilada, durante 10min. A intensidade de
fluorescéncia das amostras foi estimada por comparagdo com o padrdo Lambda (1), onde 1puL
equivale a 55ng. Em seguida, o material extraido da cepa de referéncia (LFB-FIOCRUZ 584) foi
diluido nas seguintes concentracBes: 1:10 e 1:50. Os resultados das amplificacdes da cepa de
referéncia feitas com o kit “Ready to Go RAPD Analysis Beads”, utilizando o iniciador n°1l
demonstraram resultados idénticos as duas concentracdes de DNA utilizadas. Desse modo optou-
se por trabalhar com a dilui¢do 1:50 ja que o perfil de bandas foi idéntico nas duas diluigdes.

3.8.2 - Condic¢oes de Amplificacdo para Analise do RAPD-PCR

Para os ensaios foi utilizado um kit da Amersham Pharmacia Biotech denominado “Ready to
Go RAPD Analysis Beads”.

A metodologia usada nesta reacdo, bem como os ciclos para RAPD-PCR seguiram as
recomendacdes do fabricante. As reacfes de amplificacdo foram realizadas em um volume total
de 25uL contendo: 18ulL de &gua destilada estéril, 5uL do iniciador (25pmol) e 2uL de DNA
“template” (5-50ng). Como controle positivo do kit foi usado E. coli BL21 DNA e um controle
negativo, isento de DNA.
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A reacdo de amplificacdo envolveu 45 ciclos de 95°C por 1 min, 36°C por 1 min e 72°C
por 2 min para a desnaturacdo, anelamento e extensdo do iniciador, respectivamente. Todas as
amostras do RAPD-PCR foram submetidas a uma pré-amplificacdo por 5 min a 95°C e uma pos-

amplificacdo por 7 min a 72°C.
3.8.3 - Oligonucleotideos Iniciadores

No presente estudo, os iniciadores utilizados fazem parte do kit “Ready to Go RAPD
Analysis Band”. Cada iniciador é uma seqiiéncia arbitraria de 10 pares de base na concentracao
de 2,5nmol. As sequiéncias dos iniciadores utilizados para a realizacdo da reacdo de amplificacdo

acima descrita encontram-se no Quadro 4:

Quadro 4: Sequéncias dos iniciadores utilizados na técnica de amplificacdo aleatoria de DNAs
polimorficos (RAPD-PCR).
Iniciadores Seqiiéncia (5°- 3”)

1 (5°-d [GGTGCGGGAA]-3")

2 (5°-d [GTTTCGCTCC]-3")

3 (5°-d [GTAGACCCGT]-3")

4 (5°-d [AAGAGCCCGT]-3")

5 (5°-d [AACGCGCAAC]-3")

6 (5°-d [CCCGTCAGCA]-3")

3.8.4 — Condicbes de Eletroforese para os Produtos Amplificados por RAPD-PCR

Os produtos da amplificacdo foram analisados pela separagéo de 5uL do produto amplificado
e submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em Tris-borato EDTA (TBE 1X) (Tris-
borato 89mM; EDTA 2mM pH 8,0) a 75V, por 3 horas e visualizados sob a luz ultra-violeta,
apos tratamento por 15 min com brometo de etidio na concentracdo de 0,5ug/mL. Um peso

molecular de 100pb de DNA da “Amersham Pharmacia Biotech” foi usado como referéncia.
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3.9 — Analise Numérica

Os resultados obtidos na susceptibilidade a antimicrobianos, na eletroforese de isoenzimas
(MLEE) e na amplificacdo randdmica de DNA polimorficos (RAPD-PCR), foram transformados
em matrizes binarias sendo, assim, submetidos ao programa de analise numérica NTSYS-pc
(versdo 2.1) (Rohlf, 2002).

A andlise dos perfis obtidos entre as estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis foram
realizadas com base no célculo de Coeficiente de Concordancia Simples, onde se obteve a matriz
de similaridade entre as estirpes.

O Coeficiente de Concordancia Simples é expresso através da seguinte formula SSM= a+d /
a+b+c+d, onde numa comparacdo entre dois individuos (X) e (Y), a = nimero de caracteres
coincidentemente positivos entre dois individuos em analise; b = nimero de caracteres presentes
em (X) e ausentes em (Y); ¢ = nimero de caracteres presentes em (Y) e ausentes em (X) e d =
namero de caracteres ausentes nos dois individuos em estudo.

Com o uso do Coeficiente de Concordancia Simples, estabeleceu-se a matriz de
similaridade. Essa matriz foi transformada em fenograma pelo método ndo ponderado de
agrupamento aos pares (UPGMA) segundo Rohlf (2002).
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4 — RESULTADOS

4.1 — Avaliacdo Qualitativa da Atividade Biologica, Citomorfologia, Fisiologia e Bioquimica

Nos bioensaios qualitativos realizados, as 26 estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis
apresentaram alta toxicidade (mortalidade larval > 50%) contra larvas de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus. Ja as estripes LFB-FIOCRUZ 853 e 1070 demonstraram baixa toxicidade

(mortalidade larval de 0% a 20%) para 0s insetos-vetores em estudo (Tabela 2).

Os perfis bioquimico, fisiologico e citomorfolégico das estirpes autoaglutinantes de B.
thuringiensis mostraram que 0s novos isolados apresentaram, em sua maioria, parametros
caracteristicos para a espécie em estudo, de acordo com Gordon et al (1973); Cowan & Steel,
(1974); Claus & Berkeley (1986) e Vasconcellos & Rabinovitch (1994). Pequenas variagdes
foram encontradas no comprimento das células, observadas por microscopia éptica, no
crescimento em Caldo Nutriente contendo NaCl a 5% e 7%, na formacdo do Acetil-metil-
carbinol e na posi¢do do esporo no esporangio, onde predominou a posi¢do sub-terminal. Os
resultados encontram-se nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Resultados da citomorfologia e avaliagdo qualitativa da atividade bioldgica das estirpes
autoaglutinantes de Bacillus thuringiensis.

Cepas Tamanho Esporos Coloraca Toxicidade para
das células 0 ® :
== S o § &)
e Fos_ o 88 o . B . K,
FIOCRUZ S = 5, % S c < ;_))« S 2 % % =]
g 828 53 g o 2 % 3EE
O A w =
584 31 >1 E - ST + + + +
853 29 >1 E - ST + + - -
859 32 =1 E - ST + + + +
894 36 =>1 E - ST 5 + 5 +
897 34 =1 E - ST i + 5 +
907 35 =1 E - ST 5 + 5 +
966 36 =1 E - ST i + 5 +
968 3,7 =1 E - ST + + + +
969 36 >1 E - ST + + + +
1028 38 =>1 E - ST + + + +
1035 3,7 =1 E - ST + + + +
1036 29 =>1 E - ST 5 + 5 +
1037 34 =1 E - ST i + 5 +
1038 3,7 =1 E - ST 5 + 5 +
1039 34 =1 E - ST 5 + 5 +
1041 38 =>1 E - ST + + + +
1042 32 >1 E - ST + + + +
1043 28 >1 E - ST + + + +
1044 38 =>1 E - ST + + + +
1061 34 =1 E - ST 5 + + +
1062 34 =1 E - ST 5 + + +
1067 36 =>1 E - ST 5 + 5 +
1068 3,7 =1 E - ST + + + +
1070 29 >1 E - ST + + - -
1071 36 =>1 E - ST i + + +
1072 35 =1 E - ST i + i +
1073 34 =1 E - ST + + + +
1074 3,7 =>1 E - ST i + i +
1076 35 =1 E - ST + + + +
Legenda:
(+) = positivo (-) = negativo
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E = eliptico ST = sub-terminal
*(+) = > 50% de mortalidade larval igual a alta toxicidade
*(-) = 0% a 20% de mortalidade larval igual a baixa toxicidade
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Tabela 3: Resultados das provas bioguimicas e fisiol6gicas das estirpes autoaglutinantes de Bacillus thuringiensis.

9.0T
v.0T
€L0T
¢L0T
T.0T
0,0T
890T
L90T
¢90T
T90T
vv0T
evot
470]"
90T
6€0T
8€0T
LEOT
9€0T
Geot
8¢o1

696

896

996

L06

168

768

698

€48

78S

LFB

85

+
+
+

+
+
+
+
+

CIT
CAS
GEL
ANI
LEC
ESC
CAT
ACE
IND
ANA
NIT
NaCl
5%
NaCl
7%
NaCl
10%



... continuacao da Tabela 3

HE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
M

GLI + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + + 4+ 4+ o+ + o+ + o+ + O+ o+
AR - - e
A

Xl - - e T T S S S - - - -
MA - - e
N

c/
Gas

Legenda:

(+) = positivo  (-) = negativo

CIT = Utilizagao do Citrato CAS = Hidrolise da Caseina GEL = Liquefacdo da Gelatina ANI = Hidrolise do Amido LEC = Producéo da Lecitinase

ESC = Hidrolise da Esculina  CAT = Producdo de Catalase ACE = Produgdo de Acetil-Metil Carbinol IND = Produc¢do de Indol ANA = Crescimento Anaerdbico
NIT = Reducéo do Nitrato a Nitrito NaCl 5%, 7% e 10% = Crescimento em Diferentes Concentra¢des de Cloreto de S6dio HEM = Producdo de Hemolise do tipo
GLI = Fermentacdo da Glicose ARA = Fermentacdo da Arabinose XIL = Fermentacdo da Xilose MAN = Fermentagdo da Manitol

GLI ¢/ Gas = Fermentacédo da Glicose com Pesquisa de Producédo de Gas
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4.2 — Susceptibilidade a Antimicrobianos

No perfil de resisténcia a antimicrobianos, as estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis
foram 100% resistentes a seis deles: Penicilina G (PN); Lincomicina (LN); Polimixina B (PL);
Rifampicina (RD); Bacitracina (BC) e Vancomicina (VA) e somente dois antimicrobianos,
Netilmicina (NET) e Sulfametoxazole/Trimetroprim (SXT) demonstraram 100% de inibicéo para
as estirpes estudadas (Tabela 4). Verifica-se, por exemplo, que estirpes isoladas da mesma fonte
apresentaram numeros de antimicrobianos multi-resistente diferentes. A estirpe LFB-FIOCRUZ
1036 apresentou multipla resisténcia a 18 antimicrobianos, enquanto que, as estirpes LFB-
FIOCRUZ 1039 e 1041 demonstraram mdltipla resisténcia para 7 antimicrobianos.

A Tabela 4, também apresenta os resultados de porcentagens de resisténcia e sensibilidade
das estirpes autoaglutinantes aos antimicrobianos. As Figuras 12 e 13 representam,
respectivamente, os fenogramas, resultantes da taxonomia numérica baseada no perfil de
resisténcia e sensibilidade a antimicrobianos das estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis,
para o qual se utilizou o coeficiente de concordancia simples. No perfil de resisténcia o grupo A e
B apresentaram 69% de afinidade entre as autoaglutinantes, com a presenca de trés grupos de
estirpes com o mesmo perfil. Entre estes grupos, encontram-se linhagens isoladas de origens
distintas, como por exemplo, as estirpes LFB-FIOCRUZ 1039, 1041 e 1076 que provém de
fontes diferentes, como larvas de Simulium sp. e solo Umido. Os dados registraram uma
expressiva heterogeneidade entre as estirpes autoaglutinantes isoladas de diferentes nichos

ecoldgicos.
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Tabela 4: Perfil de resisténcia e sensibilidade das estirpes autoaglutinantes, bem como, a
respectiva porcentagem de resisténcia e sensibilidade aos antimicrobianos das estirpes de Bacillus

thuringiensis.

LFB

FIOCRUZ

853

859

894

897

907

966

968

969

1028

1035

1036

1037

1038

1039

1041

1042

1043

1044

1061

1062

1067

1068

1070

1071

1072

1073

AN AP
R R
R R
S S
S R
S R
R R
R R
R R
S R
R R
R R
R R
R R
S S
S S
S R
R R
S R
S R
S R
S R
S R
S R
R R
R R
S R

BC CF
R R
R R
R S
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R S
R S
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R

Antimicrobianos?

CT CL CO EL ET FO GN LN PL

S S R R S S S R

PN

R

SF

STF TT
S R
S R
S S
S S
S S
S S
S S
S R
S S
R S
R R
S S
R S
S S
S S
S S
S S
S R
S S
S S
S S
S S
S S
S S
S S
S S

KN NET RD SXT VA
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1074 S R R R R S S S S R S R R R S S R S S R S
1076 S S R S S S S S S R S R R R S S S S S R S
% R? 428 857 100 8,7 786 178 178 3p7 178 786 36 100 100 100 10,7 178 393 25 0 100 0

% S® 57,1 143 0 143 214 822 822 643 822 214 964 0 0 0 893 822 607 75 100 0 100

Legenda:

1 — Acido Nalidixico, 30ug (AN); Ampicilina, 10ug (AP); Bacitracina, 10un. (BC); Cefalotina,
30ug (CF); Cefoxitina, 30ug (CT); Clindamicina, 2ug (CL); Cloranfenicol, 30ug (CO);
Eritromicina, 15ug (EL); Estreptomicina, 10ug (ET); Fosfomicina, 50ug (FO); Gentamicina,
10ug (GN); Lincomicina, 2ug (LN); Polimixina B, 300un. (PL); Penicilina G, 10un. (PN);
Sulfonamidas, 300ug (SF); Sulfazotrim, 25ug (STF); Tetraciclina, 30ug (TT); Kanamicina, 30ug
(KN); Netilmicina, 30ug (NET); Rifampicina, 5ug (RD); Sulfametoxazol/trimetoprima, 25ug
(SXT) e Vancomicina, 5ug (VA).

2 - % R = Resisténcia, porcentagem para cada um dos antimicrobianos
3 - % S = Sensibilidade, porcentagem para cada um dos antimicrobianos

R = Resisténcia S = Sensibilidade
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Perfil de REesizténcia aos Antirnicrobianos
Coeficiente de Conecordineia Simples
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Legenda:

P =Condimentos S =Solos I=Insetos R = Rizosfera

Figura 12: Fenograma resultante da taxonomia numeérica baseada em dados da andlise de

resisténcia aos antimicrobianos de estipes de Bacillus thuringiensis autoaglutinantes.
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P = Condimentos S =Solos I|=Insetos R =Rizosfera

Figura 13: Fenograma resultante da taxonomia numérica baseada em dados da analise de

sensibilidade aos antimicrobianos de estipes de Bacillus thuringiensis autoaglutinantes.
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4.3 — Caracterizacao Protéica dos Cristais de Protoxinas

Os resultados obtidos através da andlise das proteinas totais realizada por SDS-PAGE das
estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis demonstraram a presenca de cinco grupos distintos.
No Grupo 1 incluiu-se as 23 estirpes B. thuringiensis autoaglutinantes mosquitocidas, que
compartilharam o mesmo perfil protéico da linhagem B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-82
sorotipo flagelar H 14 (LFB-FIOCRUZ 584). Esses resultados estdo ilustrados nas Figuras 14 e
15. No Grupo 2 foi formado pelas estirpes mosquitocidas LFB-FIOCRUZ 969 e 1038 que
apresentaram um perfil de bandas protéicas comuns com a cepa de referéncia LFB-FIOCRUZ
584, porém com a presenca de uma proteina com peso molecular de aproximadamente 55 kDa
fato que encontra-se ilustrado nas Figuras 14 e 15. Com relacdo a estirpe mosquitocida LFB-
FIOCRUZ 1043, que também apresentou um perfil de proteinas comuns ao da cepa de referéncia,
demonstrou além disso, uma proteina de peso molecular de 100 kDa e, deste modo, foi incluida
no Grupo 3 (Figura 14).

Ja as estirpes LFB-FIOCRUZ 853 e 1070 possuem um perfil protéico diferente da cepa de
referéncia LFB-FIOCRUZ 584, sendo que estas também, possuem perfis distintos entre si (Figura
16). Logo, cada isolado foi inserido em um grupo diferente. No Grupo 4 inclui a estirpe LFB-
FIOCRUZ 853 com proteinas com peso molecular em torno de 100 kDa e 50-55 kDa. Ja no
Grupo 5 insere-se a estirpe LFB-FIOCRUZ 1070 com proteinas em torno de 140-135 kDa e 65
kDa.
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Figura 14: Perfil protéico de cristais de protoxinas das Bacillus thuringiensis autoaglutinantes
mosquitocidas. Linha: 1, LFB-FIOCRUZ 1035; 2, LFB-FIOCRUZ 1036; 3, LFB-FIOCRUZ
1037; 4, LFB-FIOCRUZ 1038; 5, LFB-FIOCRUZ 1039; 6, Marcador de Peso Molecular - kDa;
7, LFB-FIOCRUZ 1041; 8, LFB-FIOCRUZ 1042; 9, LFB-FIOCRUZ 1043; 10, LFB-FIOCRUZ
1044; 11, LFB-FIOCRUZ 1076; 12, LFB-FIOCRUZ 584 (B. thuringiensis sorovar israelensis
H:14). As setas 1 e 2 indicam as proteinas de pesos moleculares de aproxinadamente 100kDa e
55kDa, respectivamente.
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Figura 15: Perfil protéico das 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis autoaglutinantes. Linha: 1,
Marcador de Peso Molecular - kDa; 2, LFB-FIOCRUZ 584 (B. thuringiensis sorovar israelensis
H:14); 3, LFB-FIOCRUZ 894; 4, LFB-FIOCRUZ 969; 5, LFB-FIOCRUZ 263 (B. thuringiensis
sorovar kurstaki); 6, LFB-FIOCRUZ (B. thuringiensis sorovar morrisoni). A seta indica a

proteina de peso molecular de aproxinadamente 55kDa.
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Figura 16: Perfil protéico das &-endotoxinas das estirpes autoaglutinantes de Bacillus
thuringiensis atoxicas. Linha: 1, LFB-FIOCRUZ 869 (B. thuringiensis sorovar brasiliensis); 2,

LFB-FIOCRUZ 853: 3, LFB-FIOCRUZ 1070; 4, LFB-FIOCRUZ 1071; 5, LFB-FIOCRUZ 1028;
6, Marcador de Peso Molecular - kDa.
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4.4 — Eletroforese de Multilocos Enziméticos (MLEE)

Através da analise isoenzimatica foram obtidos trés tipos eletroforéticos (TES) para as
estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis. A Tabela 5 mostra que 26 estirpes autoaglutinantes
apresentaram o mesmo tipo eletroforético da cepa de referéncia (LFB-FIOCRUZ 584) e portanto
agruparam-se no TELl. Ja as estirpes atoxicas LFB-FIOCRUZ 853 e 1070, com tipos
eletroforéticos distintos da cepa de referéncia, foram agrupadas no TE2 e TE3, respectivamente.
Estas estirpes diferenciaram-se em relagdo ao locus enziméatico NP, porém, quando comparadas
com o TEL, a estirpe LFB-FIOCRUZ 853 distinguiu-se nos loci enzimaticos ALDH, NP e EST e
a estirpe LFB-FIOCRUZ 1070 diferencia-se nos loci enzimaticos ALDH e EST. Para os demais
loci estudados, as estirpes autoaglutinantes foram monomorficas. A Figura 17 mostra o
fenograma resultante da taxonomia numérica baseada nos dados da andlise isoenzimética das
estirpes autoaglutinantes. Para essa analise foi utilizado o coeficiente de concordancia simples,
demonstrando o agrupamento das 26 estirpes mosquitocidas (TE1), quando examinadas com as

duas estirpes atdxicas de B. thuringiensis (TE2 e TE3).

Tabela 5: Perfil dos Eletromorfos das Estirpes Autoaglutinantes de Bacillus thuringiensis

LFB- ALDH EST GPI LDH MDH ME NP P2 P3 PD TE
FIOCRUZ

584 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
853 7 3;8 2 3 2 2 3 5 2 1 2
859 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1



894 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
897 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
907 4 49 2 3 2 2 4 5 2 1 1
966 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
968 4 49 2 3 2 2 4 5 2 1 1
969 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1028 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1035 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1036 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1037 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1038 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1039 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1041 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
... continuacdo da Tabela 5.
1042 4 4;9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1043 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1044 4 49 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1061 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1062 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1067 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1068 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1070 7 3;8 2 3 2 2 4 5 2 1 3
1071 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1072 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1073 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1074 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
1076 4 4,9 2 3 2 2 4 5 2 1 1
Legenda:

Malato Desidrogenase, MDH; Enzima Maélica, ME; Alanina Desidrogenase, ALDH; Leucina
Desidrogenase, LDH; Nucleosideo Fosforilase, NP; Fosfoglucose Isomerase, GPI; Esterase, EST;
Peptidase 3, P3; Peptidase 2, P2 e Peptidase D, PD.
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Figura 17: Fenograma resultante da taxonomia numérica baseada em dados da analise

isoenzimatica das estirpes autoaglutinantes de Bacillus thuringiensis

4.5 — Amplificagdo Aleatoria de DNAs Polimdrficos (RAPD-PCR)

Foi realizada uma anélise dos perfis de RAPD obtidos pela amplificacdo aleatoria de
DNAs polimérficos, utilizando-se seis iniciadores descritos anteriormente e encontrados no kit
“Ready to Go RAPD Analysis Band”.

Através dos fragmentos amplificados pelo RAPD-PCR foi possivel estabelecer uma
correlacdo entre as 28 estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis. Através dos perfis de RAPD-
PCR produzidos para cada um dos seis iniciadores foi possivel discriminar entre as estirpes
mosquitocidas e as que nao apresentaram nenhuma toxicidade para ao insetos-vetores em estudo.

Os seis iniciadores produziram trés diferentes perfis de RAPD para estirpes
autoaglutinantes. Entre o grupo das estirpes mosquitocidas, 0s iniciadores ndo detectaram
nenhum polimorfismo génico entre os isolados, enquanto que para as estirpes LFB-FIOCRUZ
853 e 1070 amplicons distintos foram demonstrados para cada um dos iniciadores.

Estes iniciadores reproduziram um total de 50 fragmentos variando de 200pb a 1700pb

entre as 28 estirpes de B. thuringiensis autoaglutinantes estudadas, com média de 8 fragmentos



por oligonucleotideo iniciador. Cada iniciador foi amplificado duas vezes e os resultados foram
reprodutiveis. Entre o grupo de iniciadores utilizados, o iniciador nimero 1 foi o mais
discriminatorio, pois produziu 13 fragmentos polimorficos (Figura 18). Um fragmento de
1600pb, presente nas estirpes mosquitocidas, variou consideravelmente na intensidade. Logo, isto
ilustra a ineficiéncia da amplificagdo do RAPD-PCR para fragmentos maiores que 1500pb.
Portanto, somente os fragmentos que apresentaram reprodutiveis foram considerados em nossas
analises posteriores. Os resultados do numero de fragmentos obtidos em cada iniciador
encontram-se na Tabela 9.

No dendrograma gerado, onde se utilizou o coeficiente de concordancia simples (Figura
19), a partir das analises das bandas observadas no gel, amplificado pelo o iniciador nimero 1,
todas as estirpes de B. thuringiensis mosquitocidas formaram um grupo que apresentou 100% de
identidade, separadas das estirpes LFB-FIOCRUZ 853 e 1070, que no fenograma apresentaram
73% e 21% de afinidade, respectivamente, com relagdo ao grupo principal, das estirpes

mosquitocidas.
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Figura 18: Perfil do polimorfismo amplificado ao acaso das estirpes autoaglutinantes de B.
thuringiensis gerado pelo o inicidador n°1. M (Peso Molecular) - Escala de 100pb de DNA,; 1, B.
thuringiensis sorovar israelensis (LFB-FIOCRUZ 584); 2, LFB-FIOCRUZ 853; 3, LFB-
FIOCRUZ 1070; 4, LFB-FIOCRUZ 1038; 5, LFB-FIOCRUZ 1043; 6, LFB-FIOCRUZ 969; 7,
LFB-FIOCRUZ 859; 8, LFB-FIOCRUZ 1042; 9, LFB-FIOCRUZ 1072; 10, LFB-FIOCRUZ
1061; 11, LFB-FIOCRUZ 1062; 12, E. coli BL21.
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Figura 19: Fenograma resultante da taxonomia numérica baseada em dados da analise do RAPD-

PCR amplificado pelo o iniciador n°1 das estirpes autoaglutinantes de Bacillus thuringiensis

Tabela 9: Resultados dos Fragmentos Obtidos por Cada Iniciador na Analise do RAPD-PCR.

Iniciadores

o OB WD

Sequéncia
(53°-3)
GGTGCGGGAA
GTTTCGCTCC
GTAGACCCGT
AAGAGCCCGT
AACGCGCAAC
CCCGTCAGCA

NUmero de Fragmentos
polimorficos

13
5
3
8

11

10

Tamanho
(bp)
200-1500
400-1000
500-600
550-1700
400-1600
500-1400
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5 - DISCUSSAO

Desde quando o B. thuringiensis foi descrito como uma nova espécie em 1915, varios
métodos a classificacdo de sorovares tém sido propostos (De Barjac & Bonnefoi, 1973; Hofte &
Whiteley, 1989; Bagei et al, 1991, Crickmore et al, 1998). Inicialmente, para caracterizar as
estirpes de B. thuringiensis foram utilizados os caracteres citomorfoldgicos, fisiologicos e
bioquimicos, empregando-se técnicas microbioldgicas convencionais (Heimpel & Angus, 1958).
Porém, com o crescente numero de novos isolados de B. thuringiensis originados em diferentes
paises, no inicio da década de 60, surgiram inumeros problemas em relacdo a classificacdo dos
sorovares, e portanto, somente esses critérios bioquimicos e fisioldgicos ndo eram mais

suficientes, devido a variabilidade existente nessas linhagens.

Com o surgimento da classificacdo por método soroldgico, baseada na reacdo de aglutinagédo
de anticorpos especificos com antigenos flagelares, houve um incremento na classificacédo intra-
especifica das varias linhagens de B. thuringiensis (De Barjac & Bonnefoi, 1962). Em 1963,
esses mesmos autores foram capazes de identificar nove sorotipos. No ano de 1981, j& eram
estabelecidos 15 sorotipos, abrangendo 22 sorovares desse bacilo (De Barjac, 1981). Na
atualizacdo realizada por Lecadet et al (1999) foram estabelecidos 69 sorotipos com 13 grupos
sub-antigénicos que perfazem 82 sorovares de B. thuringiensis. Atualmente, existem 91 sorovares
desta bactéria relacionadas no NCBI (2004) classificadas de acordo com esse critério (De Barjac
& Frachon, 1990).

Segundo Lecadet et al (1999), existem duas situaces que limitam a classificacdo flagelar
classica. A primeira esta no fato de existirem estirpes sem inclusdes para-esporais €, deste modo,
sdo consideradas como B. cereus, e a segunda, sdo as estirpes autoaglutinantes. Os autores
relatam que alguns B. cereus possuem antigenos que reagem com soros especificos dos sorotipos
flagelares (antigenos H) de B. thuringiensis, e certos isolados provavelmente originaram-se de
linhagens de B. thuringiensis, que por algum motivo, perderam os plasmideos que codificavam as
proteinas do cristal. Ja as estirpes autoaglutinantes ndo permitem a classificacédo flagelar classica.
As culturas flageladas dessas linhagens aglutinam espontaneamente em solucéo fisiologica de

NaCl a 0,85%, na auséncia do anti-soro especifico quando submetidas as condigdes
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experimentais necessarias para o0s testes soroldgicos em todas as etapas de crescimento, desse
modo, tornam impossivel a caracterizagdo antigénica. Além disso, algumas estirpes de B.
thuringiensis, denominadas cepas ndo-moveis, como B. thuringiensis sorovar wuhanensis,

também escapam a sorotipagem flagelar (De Barjac & Frachon, 1990).

Em 1990, De Barjac & Frachon estabeleceram uma chave de classificagdo experimental
conforme as reagdes bioguimicas, derivada de uma analise computacional envolvendo em torno
de 80 caractéres fenotipicos, utilizando 1.600 isolados de B. thuringiensis de diferentes sorovares.
Os autores observaram a falta de correlacdo entre os caractéres bioquimicos e 0s sorovares.
Todavia, quando séo obtidos resultados discordantes na sorotipagem flagelar, os caracteres

bioquimicos auxiliam como um fator discriminatorio.

Por outro lado, a posicdo taxondmica das 28 estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis
foram comprovadas em relacdo ao que se conhece para a espécie, empregando-se testes classicos
que auxiliaram neste mistér. Assim, ao lado da caracterizacdo citomorfologica (Tabela 2), os
critérios bioquimicos e fisioldgicos de Gordon et al (1973) foram realizados, como por exemplo,
crescimento anaerdbico, hidrolise da caseina, redugdo do nitrato a nitrito, producédo do acetil-
metil-carbinol, entre outros, ainda a hidrolise da esculina feita segundo Cowan & Steel (1974),
enguanto as hidrolises de amido, gelatina, a utilizacdo de citrato de sédio e producdo da lecitinase
foram realizados segundo Claus & Berkeley (1986) e Vasconcellos & Rabinovitch (1994), com

todos os resultados falando em favor da espécie em questdo (Tabela 3).

Os resultados obtidos na patogenicidade, também revelaram que as 26 estirpes
autoaglutinantes, que apresentaram alta toxicidade (mortalidade larval > que 50%) contra larvas
de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, igualmente demonstraram resultados semelhantes aos do
B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-82 sorotipo flagelar H 14 (LFB-FIOCRUZ 584),
linhagem considerada de referéncia para o sorotipo. Ja, os isolados LFB-FIOCRUZ 853 e 1070
quando submetidos aos bioensaios qualitativos, apresentaram baixa toxicidade (mortalidade
larval de 0 % a 20%) para os dipteros estudados. Com relacdo as respostas aos caracteres
bioquimicos, as estirpes demonstraram resultados congruentes aos apresentados pela cepa de

referéncia LFB-FIOCRUZ 584, com a ressalva para auséncia da formacdo do acetil-metil-
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carbinol e do crescimento em caldo nutriente contendo NaCl a 5%, por parte do isolado LFB-
FIOCRUZ 853.

Para ampliar a caracterizacdo das estirpes autoaglutinantes isoladas de diferentes nichos
ecologicos, realizou-se uma avaliacdo do comportamento das mesmas frente a 22 drogas
antimicrobianas, uma vez que a presenga ou auséncia de resisténcia e, ou, sensibilidade,

favorecem o conhecimento da disseminagéo de linhagens em diversos locais.

Estas caracteristicas estdo muitas vezes associadas a plasmideos, que podem ser transferidos
entre bactérias da mesma espécie, de espécies relacionadas e, mesmo, entre grupos taxondémicos
distintos (Broda, 1979). Em B. thuringiensis e B. cereus, espécies geneticamente relacionadas, a
transferéncia de plasmideos que contém genes que codificam as proteinas do cristal ja é

conhecida (Gonzalez et al, 1982).

Logo, ressalta-se a questdo de que plasmideos conjugados a outros genes também sejam
transferidos, incluindo os genes para resisténcia a agentes antimicrobianos (no caso de estarem
presentes em plasmideos) contribuindo para expressiva diversidade genética nestas espécies.
Uma outra questdo, refere-se ao fato de que linhagens de B. thuringiensis vém sendo associadas a
surtos de gastroenterites (Jackson et al, 1995) e a ocorréncia de genes de enterotoxinas de B.
cereus ja foi demonstrada em linhagens de B. thuringiensis (Rivera et al, 2000; Hansen &
Hendriksen, 2001; Yuan et al, 2002). Damgaard (1995) demonstrou que genes da enterotoxina T
e da hemolisina BL de B. cereus estavam presentes em linhagens de B. thuringiensis, incluindo
algumas cepas provenientes de produtos comercializados. Portanto, tornam-se necessarias a
identificacdo e caracterizacdo cuidadosa de linhagens que posteriormente venham a ser usadas

como bioinseticidas bacterianos.

Esses fatos sugeriram a caracterizacdo das estirpes autoaglutinantes frente aos 22
antimicrobianos relacionados no Quadro 1. As Figuras 12 e 13 ilustram os dendrogramas
construidos a partir das respostas de resisténcia e sensibilidade, nas quais se observa uma
expressiva heterogeneidade entre as estirpes autoaglutinantes isoladas de origens distintas.
Ressalta-se que, essa heterogeneidade e o perfil de multi-resisténcia das estirpes de B.

thuringiensis autoaglutinantes, ja foram demonstrados em Silva (2002), no estudo da resisténcia a
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antimicrobianos de estirpes de B. thuringiensis pertencentes a 34 sorovares e B. cereus isolados
de distintos materiais.

Com respeito aos resultados obtidos através da analise das 3-endotoxinas totais realizados em
gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de s6dio/SDS-PAGE a 12%, as estirpes autoaglutinantes de
B. thuringiensis foram distribuidas em cinco grupos distintos. O Grupo 1 inclui as 23 estirpes B.
thuringiensis autoaglutinantes mosquitocidas, as quais apresentaram o mesmo perfil protéico da
linhagem B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-82 sorotipo flagelar H 14 (LFB-FIOCRUZ
584) com proteinas de 135-125 kDa (Cry4Aa e Cry4Ba); 68 kDa (Cryl1Aa) e 28 kDa (Cyt1Aa).
Estes resultados foram comparaveis com aqueles obtidos por Ragni et al (1996), que
demonstraram que estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis possuem atividade entomotdxica
para larvas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus e similaridade com as proteinas do cristal da
cepa de referéncia LFB-FIOCRUZ 584,

No Grupo 2 inserem-se as estirpes mosquitocidas LFB-FIOCRUZ 969 e 1038 que
apresentaram um perfil de bandas protéicas comuns com a cepa de referéncia, porém com a
presenca de uma proteina com peso molecular de aproximadamente de 55 kDa. O Grupo 3 foi
formado pela estirpe mosquitocida LFB-FIOCRUZ 1043, que também apresentou um perfil de
proteinas comum com a cepa de referéncia, além de uma proteina de peso molecular de 100 kDa.

Estas proteinas talvez possam representar novos genes cry ainda ndo conhecidos.

Ja nos Grupos 4 e 5 incluem-se as estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis LFB-
FIOCRUZ 853 e 1070, respectivamente. Ambos os isolados apresentaram um contetdo protéico
totalmente diferente das proteinas do cristal que compdem a cepa de referéncia, além de
apresentarem baixa atividade toxica para os dipteros em estudo. O perfil de proteina que compde
a estirpe LFB-FIOCRUZ 853 apresenta um polipeptidio de 100 kDa e um outro menor de peso
molecular em torno de 50-55 kDa, totalmente distinto da estirpe LFB-FIOCRUZ 1070. Ja foi
demonstrado (Yamamoto & lizuka, 1983) que o B. thuringiensis sorovar kurstaki HD-1 produz
dois tipos de cristais por célula, um cristal bipiramidal composto de proteinas de 135 kDa e um
cristal cuboide de proteinas de 65kDa. A migracdo das proteinas do cristal da estirpe LFB-
FIOCRUZ 1070 apresentou um perfil composto de proteinas de 140-135kDa e 65kDa semelhante

aos pesos moleculares encontrados na cepa B. thuringiensis sorovar kurstaki HD-1, o que leva a
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acreditar que esta estirpe autoaglutinante provavelmente pertenca ao sorovar kurstaki. Com
relagdo a estirpe LFB-FIOCRUZ 853, ndo foi possivel identificar, através dos estudos aqui
realizados, a que sorovar pertence.

Com relacdo aos resultados da anélise do perfil isoenzimatico (MLEE), com base nas 10
enzimas utilizadas neste estudo, estes revelaram a presenca de trés tipos eletroforéticos (TES)
distintos. No TE1 encontram-se as estirpes mosquitocidas de B. thuringiensis autoaglutinantes e,
portanto, pertencem ao mesmo TE determinado por Zahner et al (1989, 1992) para a linhagem de
referéncia LFB-FIOCRUZ 584 (Tabela 5). Vale ressaltar que, segundo 0s mesmos autores, nao
existe correlacdo entre o TE e o sorovar, pois cepas com 0 mesmo sorovar podem pertencer a TE
diferentes.

Ja as estirpes LFB-FIOCRUZ 853 e 1070 foram agrupadas nos TE2 e TE3, e portanto,
apresentaram perfis isoenzimaticos distintos da cepa de referéncia, como também n&o
compartilharam semelhanca com nenhum TE determinado previamente por Zahner et al (1994),
para as 55 linhagens de B. thuringiensis de diferentes sorovares utilizadas em seu estudo. Estes
mesmos autores ainda demonstraram que o locus enziméatico NP alelo 4 foi monomorfico nesta
espécie, fato que ndo ocorreu entre as estirpes autoaglutinantes, pois o isolado LFB-FIOCRUZ
853 apresentou no locus enzimatico NP o alelo 3, diferenciando-se das demais estirpes, que
demonstraram alelo 4 neste locus génico. Os dados enzimaticos correspondentes as diferencas na
mobilidade nestes trés loci génicos (ALDH, NP e EST), provavelmente, resultam de diferencas
em nivel de sequéncias de DNA que codificam tais enzimas. A Figura 17 ilustra o fenograma
construido a partir dos dados da andlise isoenzimatica apresentando o agrupamento das 26
estirpes mosquitocidas com cerca de 81% de similaridade as duas estirpes atdxicas

autoaglutinantes.

Estes resultados constituiram-se num estimulo para se realizar um estudo no qual se
empregou iniciadores de sequéncias aleatorias, utilizando como ferramenta molecular o método
de RAPD-PCR, buscando-se assim correlacionar o perfil das 28 estirpes autoaglutinantes com a

atividade bioldgica apresentada nos bioensaios qualitativos.

O RAPD-PCR é um método altamente discriminativo para diferenciar estirpes, podendo

também ser utilizado para construir iniciadores especificos em niveis taxonomicos intra-
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especificos como, por exemplo, sorovar ou patovar. Marcadores RAPD também se mostram Uteis
na classificacdo de microrganismos. Ao comparar os perfis obtidos as diferentes linhagens ou
especies, € possivel detectar-se fragmentos (bandas) diferenciais que sejam especificos para o

grupo ou espécie de interesse, mas ausente em outras espécies relacionadas (Rosato et al, 2002).

Uma aplicacdo desse método foi efetuada por Rivera et al (2003), ao analisar 126 linhagens
de B. thuringiensis que representavam 56 sorovares provenientes de diversos paises. Os autores
agruparam essas linhagens em 58 tipos genémicos utilizando o perfil da amplificagdo aleatoria de
DNAs polimérficos. Os perfis de RAPD-PCR revelaram que a espécie é heterogénea. Entretanto,
linhagens dentro de alguns sorovares sdo genomicamente homogéneas e representam grupos
clonais, enquanto outros sorovares sdo distintos e dentro desses o perfil de RAPD néao se

correlaciona.

Em outro estudo, Pattanayak et al (2001), ao utilizarem o método de RAPD-PCR, foram
capazes de distinguir sorotipos de B. thuringiensis e estabelecer uma correlacdo genética entre 0s
sorovares e sorotipos. Logo, o polimorfismo expresso no perfil de RAPD e o baixo nivel de
similaridade entre os diferentes sorovares de B. thuringiensis estdo associados aos altos niveis da
diversidade genética, a qual é refletida pela diversidade das reacdes de aglutinacdo do antigeno

flagelar e a presenca de distintas toxinas com diferentes especificidades para insetos.

Esta acentuada divergéncia genética em linhagens de B. thuringiensis pode ser explicada pela
presenca de varios plasmideos nas linhagens e seu mecanismo de conjugacdo, assim como,
transposons com seqiiéncias de repeticdes invertidas, flanqueando os genes das endotoxinas,

auxiliam na alta freqiiéncia de rearranjos do DNA (Pattanayak et al, 2001).

Um resultado também favoravel a utilizacdo de RAPD diz respeito ao que foi obtido por
Brousseau et al (1993), quando os autores acharam possivel a discriminacdo de diferentes
sorovares de B. thuringiensis por RAPD-PCR, além do uso de iniciadores especificos na
identificacdo de linhagens de B. thuringiensis sorovar kurstaki, provenientes de diferentes
produtos comerciais. Esses autores ainda demonstraram que sorovares de B. thuringiensis podem
ser diferenciados com base nos perfis de RAPD e que mesmo linhagens agrupadas num mesmo

sorotipo podem ser distinguidas.
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Na literatura destacam-se trabalhos que mostram a utilizacdo de iniciadores aleatorios
universais para a identificacdo por PCR de pequenas porcGes do genoma bacteriano, o qual
possibilita a classificagdo de microrganismo como visto por Svenson et al (1999), Ferreira et al
(2000) e Sudheesh et al (2002).

Atualmente, com o crescente uso das técnicas moleculares, um grande nimero de espécies e
subespécies de bactérias vém sendo realocadas na tentativa de se obter uma classificacdo mais
objetiva, que reflita as reais relacdes de parentesco entre os diversos grupos (Ash et al, 1991, Ash
et al, 1993 e Shida et al, 1996).

No presente estudo, o polimorfismo de DNA demonstrado mediante a amplificacdo pelo
método de RAPD-PCR, originou com cada um dos seis iniciadores ensaiados, trés diferentes
perfis de RAPD no conjunto das 28 estirpes de B. thuringiensis autoaglutinantes, possibilitando,
desta forma, correlacionar os perfis obtidos com a toxicidade verificada nos bioensaios
qualitativos (Figura 18). Todos os amplicons produzidos pelas estirpes mosquitocidas, para cada
iniciador, apresentaram-se idénticos a cepa de referéncia B. thuringiensis sorovar israelensis
(LFB-FIOCRUZ 584).

Para as estipes LFB-FIOCRUZ 853 e 1070, cada iniciador reproduziu amplicons distintos, o
que demonstra tratar-se provavelmente de sorovares diferentes. O dendrograma gerado pelo
iniciador nimero 1, baseado na analise dos fragmentos observados no gel, para o qual se utilizou
o coeficiente de concordancia simples, demonstrou que os isolados formaram um grupo com
100% de similaridade onde encontram-se alocadas as estirpes que apresentaram toxicidade para
os dipteros aqui estudados. Neste grupo encontram-se estirpes isoladas de diferentes origens
(solos, insetos, condimentos e rizosfera) e locais distintos, talvez, indicando a ampla dispersao

dessa bactéria no ambiente.

Malkani et al (1999), ao utilizarem a técnica de RAPD-PCR, detectaram o polimorfismo
genético entre isolados de B. thuringiensis provenientes de diferentes regides da Jordania.
Segundo esses autores, marcadores RAPD amplificados e comuns para alguns isolados podem
ser usados para desenvolver sondas de DNA especificas que auxiliem no isolamento e

identificacdo de novas estirpes de B. thuringiensis.

CX



Deste modo, mesmo ndo sendo identificadas pela sorologia flagelar classica, as 26 estirpes
autoaglutinantes de B. thuringiensis apresentaram na analise isoenzimatica e no perfil de RAPD,

caracteristicas compativeis aquelas conhecidas em B. thuringiensis sorovar israelensis.

Segundo Rivera et al (2003) a técnica do RAPD-PCR pode ser uma alternativa a sorotipagem
de B. thuringiensis. Lecadet et al (1999) sugerem que a classificacdo flagelar seja usada em
paralelo com métodos moleculares, particularmente para cepas de B. cereus que reagem com
soros especificos dos sorotipos flagelares de B. thuringiensis e cepas autoaglutinantes. Pattanayak
et al (2001) sugerem que analise de RAPD pode ser usada na caracterizacdo genotipica de

sorovares de B. thuringiensis como um complemento a sorologia flagelar.

Além da técnica do RAPD-PCR, estdo sendo desenvolvidas novas ferramentas moleculares
que possam auxiliar na identificacdo de sorovares de B. thuringiensis, como por exemplo, a que
utiliza o polimorfismo dos fragmentos amplificado dos genes flagelina (AFPF-PCR). Procura-se
com esta técnica desenvolver um novo critério a classificagdo dos sorovares de B. thuringiensis
(Yu et al, 2002). Estes autores empregaram um par de iniciadores especificos, Fla 5 (5°-
GGCGTCGACATGAGAATTAATACAAACATT-3’) e Fla3 (5-CGCCTGCAGTTATTGT
AATAATTTAGAAGCC-3’), desenhados com base nas seqiiéncias dos genes flagelina
conhecidos. Segundo estes autores, este método é uma tentativa preliminar de classificar B.
thuringiensis com base em 35 sorovares, e portanto, a analise de mais sorovares sera necessaria
para concluir se este método poderd ser utilizada como uma ferramenta para discriminar

sorovares de B. thuringiensis.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, a combinacdo das metodologias de
RAPD-PCR e MLEE podem apresentar uma alternativa, mesmo adicional, para avaliar novos
isolados de B. thuringiensis e, deste modo, contribuir para o aprimoramento do conhecimento de

diferengas intra-especificas dessa importante e Util espécie bacteriana.
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6 — CONCLUSOES

Das metodologias empregadas no presente estudo, nenhuma delas permitiu a
discriminacdo entre as estirpes de B. thuringiensis autoaglutinantes com referéncia aos

seus nichos ecoldgicos.

Quando se utilizaram as provas bioquimicas e fisioldgicas, os resultados obtidos nédo
foram capazes de diferenciar as estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis toxicas para

as larvas dos insetos-vetores, das atoxicas.

Entre as 28 estirpes autoaglutinantes de B. thuringiensis ressaltam-se o perfil de multi-
resisténcia e a expressiva heterogeneidade de comportamento mediante ao emprego de 22

drogas antimicrobianas.

Quanto a acdo larvicida, observou-se uma correlagdo entre as atividades biologicas para
larvas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus e perfis isoenzimaticos e de RAPD.
Todas as 26 estirpes toxicas foram alocadas no mesmo tipo eletroforético (TE1), como

também, apresentaram o mesmo marcador molecular para RAPD-PCR (iniciador 1).
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Tal correlagdo ndo foi possivel com o perfil de proteinas toxicas, onde somente 23
estirpes, dentre as 26 estirpes mosquitocidas, apresentaram um perfil de proteinas comum

do Bacillus thuringiensis sorovar israelensis, e portanto, foram inseridas no Grupo 1.

A presenca de uma proteina com peso molecular em torno de 55kDa nas estirpes
mosquitocidas LFB-FIOCRUZ 969 e 1038, e uma proteina de aproximadamente 100kDa
na estirpe mosquitocida LFB-FIOCRUZ 1043, distinguiram estas estirpes do perfil de
proteina do Bacillus thuringiensis sorovar israelensis e excluiram estas estirpes do grupo

principal e incluiram-nas nos Grupos 2 e 3, respectivamente.

As estirpes atoxicas LFB-FIOCRUZ 853 e 1070 distinguiram-se em todas as
metodologias utilizadas, exceto nos caracteres fenotipicos, acreditando-se que

provavelmente pertencam a sorovares distintos.
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