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RESUMO

A bactéria Bacillus thuringiensis apresenta atividade entomopatogénica a mosquitos
vetores de doencgas e pragas da agricultura. Sua principal caracteristica € a producdo de
cristais proteicos, formados por uma ou mais 4-endotoxinas, chamadas toxinas Cry e
Cyt. Isolados de B. thuringiensis do Maranhdo tém demonstrado atividade téxica a
Aedes aegypti e amplificados para varios genes diptero-especificos. Diante disso, este
trabalho visa investigar polimorfismo nos genes cry e cyt em isolados de B.
thuringiensis do Maranhao ativos a A. aegypti. Para tanto, foi realizada a extracdo do
DNA e PCR com os isolados de B. thuringiensis, para caracterizar os genes cry4Aa,
cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba. As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas utilizando a
ferramenta Clustal W do programa BioEdit, comparadas com outras sequéncias
disponiveis no GenBank e confirmadas utilizando o BLAST. Dezesseis isolados de B.
thuringiensis amplificaram para os genes diptero- especificos cry4 e cyt2, apresentando
cinco tipos de combinacdes, com a maioria dos isolados de B. thuringiensis
amplificando para os genes cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba. A andlise das sequéncias
dos genes cry4Aa e cry4Ba evidenciaram que a regido sequenciada de ambos os genes €
bastante conservada, sendo encontrado polimorfismo nas sequéncias de apenas dois
isolados para o gene cry4Aa: o BtMA-679 que apresentou substituicdo A6-T
(substituicdo de Adenina por Timina no nucleotideo 6 do gene cry4Aa) e o BtMA-703
que a substitui¢do foi de A12-G (substitui¢do de Adenina por Guanina no nucleotideo
12 do gene cry4Aa) e para o gene cry4Ba apresentou substituicdo de A1-G, no isolado
BtMA-691. Os isolados que apresentaram a combinacdo dos genes cry4Aa, cry4Ba,
cyt2Aa e cyt2Ba podem ser considerados potenciais candidatos como linhagens de B.
thuringiensis para serem utilizados como larvicidas microbianos. A andlise das
sequéncias dos genes cry4Aa e cry4Ba evidenciaram que a regido sequenciada de ambos
os genes € bastante conservada, sendo encontrado polimorfismo nas sequéncias de
apenas trés isolados e ndo havendo polimorfismo nos genes cyt2Aa e cyt2Ba nas
sequéncias, em relacdo as sequéncias depositadas no Genbank

Palavras-chave: Variacdo genética, Entomopatégeno, d-endotoxina.



ABSTRACT

The bacterium Bacillus thuringiensis presents entomopathogenic activity to mosquitoes
that are vectors of agricultural diseases and pests. Its main characteristic is the
production of protein crystals, formed by one or more d-endotoxins, called Cry and Cyt
toxins. Isolates of B. thuringiensis from Maranhao have demonstrated toxic activity to
Aedes aegypti and have been amplified for several diptera-specific genes. Therefore,
this work aims to investigate polymorphism in the cry and cyt genes in B. thuringiensis
from Maranhao isolates active to A. aegypti. For this purpose, DNA extraction and PCR
was performed with B. thuringiensis isolates, to characterize the cry4Aa, cry4Ba,
cyt2Aa and cyt2Ba genes. The sequences obtained were aligned and edited using the
Clustal W tool of the BioEdit program, compared with other sequences available on
GenBank and confirmed using BLAST. Sixteen isolates amplified for the diptera-
specific genes cry4 and cyt2 and presented five types of combinations, with the majority
of B. thuringiensis isolates amplifying for the cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa and cyt2Ba
genes. The sequences analysis of the cry4Aa and cry4Ba gene showed that the
sequenced region of both genes is quite conserved, with polymorphism found in the
sequences of only two isolates for the cry4Aa gene: BtMA-679 that presented A6-T
substitution (substitution of Adenine by Timine in nucleotide 6 of the cry4Aa gene) and
BtMA-703, which was replaced by A12-G (Adenine substitution by Guanine in
nucleotide 12 of the cry4Aa gene) and for the cry4Ba gene, it was substituted by A1-G
in the BtMA isolate - 691. The isolates that presented the combination of the cry4Aa,
cry4Ba, cyt2Aa and cyt2Ba genes can be considered potential candidates as B.
thuringiensis strains to be used as microbial larvicides. The analysis of the cry4Aa and
cry4Ba gene sequences showed that the sequenced region of both genes is much
conserved, with polymorphism found in the sequences of only three isolates and with no
polymorphism in the cyf2Aa and cyt2Ba genes in the sequences, in relation to the
sequences deposited in the Genbank

Keywords: Genetic variation, Entomopathogen, d-endotoxin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) é uma
bactéria gram-positiva, aerébica, em forma de bastonete, com célula vegetativa de 1,0-
1,2 um de largura e 3,0-5,0 um de comprimento, geralmente com motilidade, que ocorre
naturalmente nos solos de todo o mundo (CRICKMORE et al., 1998; IBRAHIM et al.,
2010; EL-KERSH et al., 2016; RABINOVITCH et al., 2017).

A principal caracteristica dessa bactéria é a producdo de cristais proteicos,
sintetizados durante o processo de esporulacio (BECHTEL; BULLA, 1976;
ARONSON, 2002). Estes cristais proteicos s3o formados por uma ou mais 0o-
endotoxinas, chamadas toxinas Cry e Cyt, codificadas por genes cry e cyt,
respectivamente (CRICKMORE er al., 1998; ARONSON, 2002; CRICKMORE et al.,
2020).

Estudos detalhados sobre as toxinas Cry e Cyt, baseados em bioensaios
contra diferentes larvas de insetos, permitiram identificar que cada uma apresenta
especificidade contra uma determinada ordem de insetos (CRICKMORE et al., 1998;
BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009, 2013).

As toxinas Cry s@o descritas em maior nimero e atualmente sdo conhecidas
731 proteinas (CRICKMORE et al., 2020). As toxinas Cry4 tém maior especificidade a
insetos da ordem Diptera e estdo divididas em Cry4A, Cry4B, Cry4C e Cry4D, onde
Cry4Aa € altamente toxica a larvas de Culex e menos toxica a Aedes € Anopheles e
Cry4Ba tem alta atividade larvicida contra Aedes e Anopheles (BELTRAO; SILVA-
FILHA, 2007; OTIENO- AYAYO et al., 2008; FERNANDEZ-LUNA et al., 2010;
CRICKMORE et al., 2020).

Ja as toxinas Cyt sdo descritas em menor numero (47 proteinas), € estdo
classificadas em Cytl, Cty2, Cyt3, Cyt4, CtyS5, Cyt6 e Cyt7 (CRICKMORE et al., 1998;
BEN-DOV, 2014; MONNERAT et al., 2014; ELLEUCH et al., 2015; CRICKMORE et
al.,

2020). Essas toxinas t€ém funcdo de potencializar a toxicidade das Cry contra insetos da
ordem Diptera.

As toxinas Cyt2Aa e Cyt2Ba sdo altamente sinérgicas com Cry4Aa e
Cry4Ba, contribuindo para a atividade inseticida do B. thuringiensis (PROMDONKOY;
PROMDONKOY; PANYIM, 2005; MANASHEROB et al., 2006; VALTIERRA-DE-

11



LUIS
et al., 2020).

Considerando que as toxinas Cry4 apresentam atividade téxica a dipteros e
as toxinas Cyt potencializam a sua toxicidade contra esses insetos, a busca de isolados
com as toxinas Cyt e Cry4 tem implica¢des importantes para desenvolver estratégias de
manejo da resisténcia de toxinas Cry no controle de mosquitos (HUGHES et al., 2005;
BELTRAO; SILVA-FILHA, 2007; SUN et al., 2014; BEN-DOV, 2014; MONNERAT
etal.,2014; ELLEUCH et al., 2015).

Virias colegdes de B. thuringiensis t€m sido estudadas, por meio de
diferentes técnicas, com o intuito de encontrar isolados capazes de produzir diferentes
toxinas e que sejam eficazes para o controle de insetos, especialmente de mosquitos
vetores como Aedes (Stegomyia) aegypti L. 1762 (Diptera: Culicidae) responsavel pela
transmissdo do virus da dengue, uma das maiores arborvirose do mundo, da febre
amarela, da chikungunya e do virus Zika (POWELL; TABACHNICK, 2013; VALLE,;
PIMENTA; AGUIAR, 2016; HENRIQUES; DUARTE; GARCIA, 2016; ZARA et al.,
2016).

1.2 Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti, amplamente disperso no territério brasileiro, ¢ uma
das maiores preocupacdes da satde publica, por ser o principal transmissor dos agentes
etiolégicos das arboviroses dengue, chikungunya, zika e febre amarela (Figura 1)
(POWELL; TABACHNICK, 2013; BRASIL, 2009; HENRIQUES; DUARTE;
GARCIA, 2016; VALLE; PIMENTA; AGUIAR, 2016; ZARA et al., 2016; ARAGAO
etal.,2019).

Figura 1. Mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: Daily Breeze (2020).

Origindrio da Africa, onde existem populacdes selvagens e domésticas, 0 A.
aegypti tem acompanhado o homem em sua permanente migracdo (CONSOLI;
LOURENCO- de-OLIVEIRA, 1994). E um mosquito adaptado ao ambiente urbano e
utiliza os recipientes mais frequentes no domicilio ou peridomicilio para o
desenvolvimento de sua fase larvédria, mas também pode se adaptar a outros tipos de
criadouros, como por exemplo, bromélias e esgotos a céu aberto encontrados em varios
centros urbanos (VAREJAO et al., 2005; ARAGAO et al., 2019).

Essa espécie € antropofilica e tem hdabitos diurnos, alimentando-se e
depositando seus ovos, preferencialmente, ao amanhecer e no periodo vespertino
proximo ao crepusculo (NATAL, 2002). Esse mosquito € classificado como
holometédbolo, pois apresenta metamorfose completa durante o seu desenvolvimento,
seu ciclo de vida € composto por quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto (NELSON,
1986; BESERRA et al., 2009; BERMUDI et al., 2017).

Desde o seu aparecimento, o A. aegypti tem-se perpetuado em consequéncia
das alteracOes do ambiente por agdes antrépicas, que contribui para a incidéncia e
disseminagdo dos virus da dengue, chikungunya, zika e febre amarela, transmitidos por
este vetor (ZARA et al., 2016; VALLE; PIMENTA; AGUIAR, 2016; HENRIQUES;
DUARTE; GARCIA, 2016).

O sucesso adaptativo desse inseto estd associado a condigdes domésticas
favordveis ou condicdes peridomésticas, como a presenca de humanos e criadouros
aquéticos; rapido desenvolvimento e ovos resistentes a dessecacdo (ZARA et al., 2016;
CARVALHO; MOREIRA, 2017; BASSANI et al., 2019). Esses fatores dificultam o
controle efetivo desse mosquito, constituindo-se um sério problema de saide publica

global.
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O principal controle utilizado para controlar o A. aegypti é o quimico
(BRASIL, 2019a). No entanto, esses produtos t€ém vdrias consequéncias negativas,
sobretudo quando sdo aplicados de modo inadequado, como persisténcia no ambiente
por longos periodos, bioacumulagdo, impactos a espécies de insetos tteis, problemas a
saude humana, além de possuirem um alto custo financeiro (METCALF et al., 1973;
BRASIL, 2009; ALANI et al., 2013; CHAIYARAT et al., 2014; NAKAGAWA et al.,
2016; DEMING et al., 2016).

Além disso, diversas pesquisas relatam populagdes de A. aegypti resistentes
a esses larvicidas inviabilizando o uso desses produtos para o controle desse inseto
(BESERRA et al., 2007; DINIZ et al., 2014; BELLINATO et al., 2016; MORAIS et
al., 2017; ARAUIO et al., 2019).

Diante dos diversos problemas apresentados, o controle biolégico vem como
alternativa ao controle quimico e dentre os organismos utilizados como controle
bioldgico de insetos, a bactéria B. thuringiensis tem se destacado como um eficiente
agente de controle de vetores de doencas, pois € uma bactéria facilmente produzida em
larga escala, o que favorece a sua aplicacio em campo (ANGELO; VILAS-BOAS;
CASTRO-GOMEZ, 2010; BRAVO et al., 2011, KOLLARS; KOLLARS; HULSEY,
2017).

1.3 Caracterizacio do problema

A bactéria B. thuringiensis apresenta atividade entomopatogénica a uma
gama de insetos como mosquitos vetores de doencas e pragas agricolas. E considerada o
principal agente de controle biolégico do A. aegypti, responsdvel pela transmissdao do
virus da dengue, uma das maiores arboviroses do mundo, da febre amarela, da
Chikungunya e do virus Zika (POWELL; TABACHNICK, 2013; BRASIL, 2009;
VALLE; PIMENTA; AGUIAR, 2016; HENRIQUES; DUARTE; GARCIA, 2016;
ZARA et al., 2016).

Tendo em vista o crescimento das populacdes do A. aegypti e 0 aumento no
nimero de casos de pessoas acometidas pelos virus da dengue, chikungunya, zika e
febre amarela, transmitidos por esse inseto, € de suma importancia a utilizagdo de
metodologias que visem diminuir a proliferacdo desse vetor, como o controle biolégico
com a bactéria B. thuringiensis (LOBO et al., 2018; BRASIL, 2019b; VIEIRA-NETA
et al., 2020).
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A Colecdo de Bactérias Entomopatogénicas do Maranhio (CBENMA),
localizada no Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas e Marcadores Moleculares
(BEMMOL) no CESC/UEMA, possui mais de 1.000 isolados de B. thuringiensis,
proveniente de diversos substratos como 4gua, plantas, insetos e solo, coletados em
diferentes localidades do Estado do Maranhdo, dentre os quais, muitos foram
submetidos a testes de patogenicidade e toxicidade contra larvas de A. aegypti
apresentando alto grau de mortalidade e foram caracterizados molecularmente quanto a
presenca de vdrios genes diptero-especificos como cry4 e cyr2.

Considerando que os genes cry4 e cyt2 tem implicagdes importantes para a
toxicidade de B. thuringiensis contra larvas de A. aegypti, é importante buscar linhagens
com a presenca dessas toxinas e caracterizd-las molecularmente a fim de verificar
variacdo genética, uma vez que o sinergismo entre as toxinas Cry4 e Cyt2 representa um
importante fator de toxicidade com alto potencial para o controle de populacdes de
mosquitos (PROMDONKOY; PROMDONKOY; PANYIM, 2005; MANASHEROB et
al., 2006; VALTIERRA-DE-LUIS et al., 2020).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estimar e caracterizar o polimorfismo em genes cry4 e cyt2 de isolados de

B. thuringiensis provenientes de solo do cerrado e caatinga ativos a A. aegypti.

2.2 Objetivos Especificos
v" Selecionar isolados de B. thuringiensis que amplificaram para os genes cry4 e
cyt2 ativos a A. aegypti;

v" Identificar isolados de B. thuringiensis com as maiores combinacdes dos genes

cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba;

v" Investigar polimorfismo dos genes cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba.



3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 16 isolados de B. thuringiensis, provenientes de solo
(Cerrado e Caatinga) do Maranhdo armazenados na Cole¢do de Bactérias
Entomopatogénicas do Maranhdao (CBENMA) e no Banco de Bacilos
Entomopatogénicos do Maranhdo (BBENMA), que amplificaram para os genes diptero-

especificos cry4 e cyt2 e que apresentaram 100% de mortalidade contra larvas de A.

aegypti.

Tabela 1. Isolados de Bacillus thuringiensis do Maranhao, caracterizagdo molecular
quanto aos genes diptero-especificos e atividade larvicida contra larvas de Aedes

aegypti.

Isolados — Genes diptero-especificos Atividade larvicida (%)

cry4Aa cry4Ba cyt2Aa cyt2Ba 24 h 48 h

BtMA-459 + + 100

BtMA-676* + + + 100

BtMA-679 + + 100

BtMA-681 + + 100

BtMA-682 + + 100

BtMA-684 + + + 100

BtMA-685 + + + 100

BtMA-686* + + + 100

BtMA-687 + + + + 100

BtMA-688 + + + + 100

BtMA-689 + + + + 100

BtMA-690 + + + + 100

BtMA-691 + + + 100

BtMA-694 + + + + 100

BtMA-703 + + + + 100

BtMA-750 + + + 100

Fonte: Soares-da-Silva er al. (2017). * Dados da CBENMA.

3.1 Condicoes de cultivo dos isolados de B. thuringiensis, Extracao de DNA e
PCR

Os isolados foram cultivados em dgar nutriente por cerca de 12 horas, apds
esse periodo uma coldnia de cada amostra foi transferida para microtubos autoclavados
de 1,5 mL, contendo 1mL de dgua estéril e levados a centrifugagdo por 1 min a 12.000
rpm a 25 °C.

Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet foi utilizado

para a extracdo do DNA gendmico utilizando a matriz Instagene da Bio-Rad, conforme
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o protocolo do fabricante, da seguinte forma: 100 pL da matriz foi adicionado ao
microtubo com o pellet, em seguida, esse material foi incubado em banho-maria a 56 °C
por 25 min, agitado vigorosamente em vortex por 10 s e incubado em &dgua fervente
(100 °C) por 8 min. As amostras foram novamente agitadas em voértex por 10 s e
centrifugadas a 25 °C por 2,5 min. Finalmente, 100 pl do sobrenadante foram colhidos e
transferidos para microtubos autoclavados. Apds a extracdo, o DNA foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% para verificacio e estocado em freezer a -20 °C
até o momento do uso.

As reagdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 ml, sendo o
volume total da reacdo de 20 pL. A reagdo foi constituida de 50 ng de DNA, 3 mM de
MgCl?, tampao 10 X (20 mM de Tris e 50 mM de KCI), 250 uM de dNTP, 10 uM de
cada primer (Tabela 1) e duas unidades de Tag DNA Polimerase.

Tabela 2. Iniciadores, sequéncias de nucleotideos, temperaturas de anelamento (TA) e pares de
bases (pb) usados na PCR.

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos (5°-3) TA pb Referéncias

cryd4Aa GAACTGGGTATGGCACTCAAC (f) 50°C 777 Costa et al.,
CTCACAACGATTAGACCCTTC (r) 2010

cry4Ba GCGAGGTTTCCCATGTCTAC (f) 52°C 347

GTTGTAGGGTGGAATTGTTATC (r)

cyt2Aa GCATTAGGAAGACCATTTG (f) 53°C 361 Costa et al.,
AAGGCTAAGAGTTGATATCG (r) 2014

cyt2Ba CAGGAACTCTTAATCAAAGTGTAAT (f) 50°C 177

CATCTACTTGAGGTTCTAAATTTGT (1)

Para cada primer foi utilizado um programa sendo: desnaturacdo a 94 °C
por cinco minutos, seguido de 36 ciclos com temperatura de desnaturacdo de 94 °C em
um minuto, anelamento variando de acordo com o primer, conforme tabela 1, durante
um minuto, extensdo a 72 °C por dois minutos. Adicionalmente, foi realizada uma etapa
final de extensdo a 72 °C por sete minutos. Os fragmentos amplificados foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e visualizados na presenca de luz
UVv.

3.2 Sequenciamento dos genes cry4Aa, cry4dBa, cyt2Aa e cyt2Ba

Os produtos de amplificagdo das PCRs foram sequenciados utilizando o
método didesoxiterminal (SANGER; NICHLEN; COULSON, 1977), com o Kit ABI
Prism TM DyeTerminator v 3.1 Cycle Sequencing Reading Reaction (Applied
Biosystems). Para a reacdo de sequéncia foi utilizado: 3,9 uL de H20; 1,05 pL de
Buffer; 0,35 uL de Primer (0,8 pmol/uL); 1 uL de DNA; 0,7 uL de Big Dye, as reacdes
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de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de Genética e Biologia Molecular

(GENBIMOL).

3.3 Analises dos dados

As sequéncias dos genes cry4Aa, cry4Ba cyt2Aa e cyt2Ba foram alinhadas e
editadas no programa BioEdit Version 5.0.6 (HALL, 1999) com o auxilio da ferramenta
Clustal W (THOMPSON et al., 1996), sendo essas sequéncias obtidas comparadas com
as sequéncias depositadas no GenBank por meio da ferramenta BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLLAST), para verificar possiveis polimorfismos.

19



20

4 RESULTADOS

4.1 Isolados de Bacillus thuringiensis que amplificaram para os genes cry4Aa,
cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba

Os 16 isolados de B. thuringiensis selecionados que amplificaram para o

gene cry4 em combinacdo com o gene cyf2 apresentaram cinco tipos de combinagdes,

sendo um isolado com os genes cry4Ba e cyt2Aa, 10 isolados com os genes cry4Aa,

cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba, dois isolado com os genes cry4Aa, cyt2Aa e cyt2Ba, um

isolado com a combina¢do de genes cry4Aa e cyt2Aa e dois isolados com os genes

cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba (Figura 2).

Figura 2. Combinagcdo de genes cry4 e cyt2 encontradas nos isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo ativos a Aedes aegypti. cry: crystal; cyt: cytolytic.
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4.2 Polimorfismo dos genes cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba de isolados de
Bacillus thuringiensis

O polimorfismo foi investigado nos genes cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba

dos isolados de B. thuringiensis, conforme tabela 3.

Tabela 3. Genes cry4 e cyt2 de Bacillus thuringiensis do Maranhao sequenciados.

Genes Isolados

A, BIMA-679, BtMA-684, BIMA-685, BtMA-686, BIMA-687, BIMA-688, BIMA-689, BIMA-690,
CIYFA4 BIMA-694 ¢ BIMA-703

4B, BIMA-676, BIMA-679, BIMA-681, BIMA-684, BIMA-685, BIMA-687, BIMA-688, BIMA-689,
ryTha BIMA-690, BtIMA-691,BtMA-694 e BIMA-703
BtMA-459, BtMA-676, BtMA-679, BtIMA-681, BtMA-682, BtMA-684, BtMA-685, BIMA-687,
BtMA-688, BIMA-689, BIMA-690, BtMA-691,BtMA-694 ¢ BtIMA-703
BtMA-676, BEIMA-679, BtMA-681, BtMA-684, BtMA-685, BIMA-687, BtMA-688, BIMA-689,
BtMA-690, BtMA-691,BtIMA-694 ¢ BtMA-703

cyt2Aa

cyt2Ba




O sequenciamento dos fragmentos dos genes cry4Aa e cry4Ba, apds a
edi¢do e alinhamento, resultou em sequéncias com 730 e 290 pb, respectivamente.
As andlises das sequéncias evidenciaram que a regido sequenciada de ambos os
genes € bastante conservada, sendo encontrada variacdo de bases nas sequéncias do
gene cry4Aa de apenas dois isolados (BtMA-679 e BtMA-703) e na sequéncia do
gene cry4Ba de um isolado (BtMA-691) (Figura 3 e 4).

Na sequéncia do gene cry4Aa foram observadas duas mudangas, sendo
uma substitui¢do na posi¢ao nucleotidica 6, de adenina por timina (transversao), na
sequéncia do isolado BtMA-679 e uma substitui¢do na posicao nucleotidica 12, de
adenina por guanina (transicao), na sequéncia do isolado BtMA-703. Enquanto que
na sequéncia do gene cry4Ba foi verificada apenas uma alteragdo, representada por
uma substitui¢do de adenina por guanina (transi¢cdo), no primeiro nucleotideo da
sequéncia do isolado BtMA-691 (Figura 3 € 4).

Em se tratando de outras classes de gene cry, altas taxas de similaridade
sdo do mesmo modo bastante detectadas, confirmando a caracteristica conservada
desses genes, como verificado nessa pesquisa para os genes cry4Aa e cry4Ba.

As sequéncias do fragmento obtido dos gene cry4Aa e cry4Ba dos
isolados de B. thuringiensis do CBENMA foram comparadas com as sequéncias
dos genes de quatro toxinas Cry4Aa (Cry4Aal, Cry4Aa2, Cry4Aa3 e Cry4Aad) e
cinco toxinas Cry4Ba (Cry4Bal, Cry4Ba2, Cry4Ba3, Cry4Ba4 e Cry4Ba)5),
respectivamente, registradas na lista de toxinas disponivel no site Bacterial
Pesticidal Protein Resource Center (https://www.bpprc.org/).

Verificou-se que as sequéncias do gene cry4Aa, obtidas neste trabalho,
possuem identidade com uma regido dos genes que codificam as proteinas Cry4Aal
(Acesso  Y00423.1), Cry4Aa2 (Acesso D00248.1) e Cry4Aad (Acesso
JQ228565.1), diferindo somente das sequéncias dos isolados BtMA-679 e BtMA-
703 nos nucleotideos alterados. Por tanto, a identidade do gene cry4Aa dos nossos
isolados foi confirmada, como atesta o alinhamento das sequéncias na figura 3.

Da mesma forma, as sequéncias do gene cry4Ba obtidas foram idénticas
a uma regido dos genes que codificam as proteinas Cry4Ba3 (Acesso M20242.1) e
Cry4Ba5 (Acesso AL731825.1), exceto na base com alteracdo na sequéncia do
isolado BtMA-691. Assim, a identidade do gene cry4Ba dos nossos isolados foi

confirmada, como atesta o alinhamento das sequéncias na figura 4.
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias do gene cry4Aa de isolados de Bacillus

thuringiensis do Maranhdo e sequéncias depositadas na plataforma GenBank .
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias do gene cry4Ba de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo e sequéncias depositadas na plataforma GenBank.
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As sequéncias obtidas para ambos os genes cry4 dos isolados de B.

thuringiensis analisados na presente pesquisa também foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank, usando a Ferramenta BLAST. A variacdo obtida
para as sequéncias nucleotidicas do gene cry4Aa foi de, aproximadamente, 98 a 100%
com as sequéncias de 30 cepas de B. thuringiensis, sendo 15 sequenciadas a partir de
linhagens Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e as demais de isolados de B.
thuringiensis nativos de diferentes localidades (Tabela 4). Enquanto as sequéncias do
gene cry4Ba apresentaram identidade de 100% com as sequéncias de seis cepas de B.

thuringiensis, sendo todas sequenciadas a partir de linhagens de Bti (Tabela 5).

Tabela 4 - Comparacdo da sequéncia do gene cry4Aa de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo, com as sequéncias de banco de dados do GenBank, com
utilizacdo da ferramenta Blast, no NCBL
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Pontuacdo Pontuacdo Cobertura

P Valor E Identidade Acesso
maxima total de consulta

Descricao

Bacillus thuringiensis 1336 2555 100% 0.0 99% KY352353.1

serovar israelensis strain
1.24 plasmid pT0124-4,
complete sequence



Bacillus thuringiensis
serovar israelensis
plasmid pBTI-6 DNA,
complete sequence, strain:
HD522

Bacillus thuringiensis
serovar israelensis strain
AM65-52 plasmid
PAM65-52-4-128K,
complete sequence
Bacillus thuringiensis HD-
789 plasmid pBTHD789-
3, complete sequence
Bacillus thuringiensis
serovar israelensis strain
BRC-LLP29 putative
cry4A gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis plasmid
pBtoxis

Bacillus thuringiensis
gene for 130 kDa delta-
endotoxin

Bacillus thuringiensis
israelensis plasmid gene
for 130 kDa insecticidal
protein (ISRH4), complete
cds

Bacillus thuringiensis
isolate DAB-BT6 Cry4A
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
Cry4A (cry4A) gene,
complete cds

Bacillus thuringiensis
isolate DAB-BT3 Cry4A
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
isolate DAB-BT4 Cry4A
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
isolate DAB-BTS Cry4A
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
Cry4A (cry4a) gene,
partial cds

Bacillus thuringiensis
serovar israelensis strain
CAB199 Cry4A (cry4A)
gene, partial cds

Bacillus thuringiensis
strain PBT602 130 kDa
crystal protein (cry) gene,
complete cds

Bacillus thuringiensis
israelensis bt8 gene for
130 kDa crystal protein
(mosquito-specific toxin)
Bacillus thuringiensis
gene for 130 kDa delta-

1336

1336

1336

1336

1336

1336

1336

1314

1314

1308

1306

1297

1214

909

869

869

869

2555

2555

2555

1336

2555

1336

1336

1314

1314

1308

1306

1297

1214

909

869

869

869

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

99%

100%

97%

68%

65%

65%

65%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

98%

99%

99%

99%

99%

LC128536.1

CP013279.1

CP003766.1

JQ228565.1

AL731825.1

Y00423.1

D00248.1

EF424470.1

EF208904.1

EF424468.1

EF424472.1

EF424469.1

DQ174290.1

GU549496.1

AY847707.1

X07423.1

X07082.1
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endotoxin

Bacillus thuringiensis

869

israelensis plasmid gene for
130 kDa insecticidal protein

(ISRH3), complete

cds

Bacillus thuringiensis
isolate DAB-Bt3
pesticidal crystal protein
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
serovar israelensis delta-
endotoxin (cry4BLB)
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis

isolate DAB-Bt2 truncated

857

857

852

pesticidal crystal protein gene,

complete cds
Bacillus thuringiensis

isolate DAB-BtI1 pesticidal

crystal protein
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis

isolate DAB-Bt6 pesticidal

crystal protein gene,
complete cds
Bacillus thuringiensis

isolate DAB-Bt4 pesticidal

crystal protein
gene, complete cds
B. thuringiensis
mosquitocidal protein
(CryD2) gene, complete
cds
Bacillus thuringiensis
isolate DAB-Bt5
pesticidal crystal protein
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis
serovar
israelensis/tochigiensis
cry4A gene, partial cds
Bacillus thuringiensis
strain LDC-9 cry4A
insecticidal protein
(cry4A) gene, partial cds
Mutant Bacillus
thuringiensis Cry4Aa
(cry4Aa) gene, complete
cds

846

841

835

832

824

745

508

442

869

857

857

852

846

841

835

832

824

745

508

442

65%

65%

65%

65%

65%

65%

65%

65%

65%

56%

37%

34%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

8e-140

8e-120

99%

99%

99%

99%

99%

99%

98%

98%

98%

99%

100%

98%

25

D00247.1

EF468627.1

AY729887.1

EF468626.1

EF468625.1

EF468630.1

EF468628.1

M20242.1

EF468629.1

EF182768.1

DQO078744.1

DQ910835.1

Tabela 5. Comparacdo da sequéncia do gene cry4Ba de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo, com as sequéncias de banco de dados do GenBank, com
utiliza¢do da ferramenta Blast, no NCBI.

Descricao Pon’tu.agao Pontuacio  Cobertura Valor E Identidade Acesso
maxima total de consulta
Bacillus — thuringiensis 54, 540 100% le-149  100%  KY352353.1

serovar israelensis strain
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1.24 plasmid pT0124-4,
complete sequence

Bacillus  thuringiensis
serovar israelensis

plasmid pBTI-6 DNA, 540 540 100% le-149 100% LC128536.1

complete sequence,
strain: HD522

Bacillus  thuringiensis
serovar israelensis strain

AM65-52 plasmid 540 540 100% le-149 100% CP013279.1

pAM65-52-4-128K,
complete sequence
Bacillus  thuringiensis

;I];)T';%789_3’ Cgﬁ;ﬁg 540 540 100% le-149  100%  CP003766.1
sequence

Bacillus  thuringiensis

subsp. israelensis 540 540 100% le-149 100% AL731825.1
plasmid pBtoxis

B.thuringiensis

mosquitocidal  protein 54 540 100% le149  100%  M20242.1

(CryD2) gene, complete
cds

Foram obtidas treze sequéncias para o gene cyf2Aa e doze sequéncias para o
gene cyt2Ba, ao serem plotadas na plataforma BLAST apresentaram alta similaridade
com amostras de B. thuringiensis do GenBank. O banco de dados para o gene cyr2Aa
apresentou 300 pb e o cyr2Ba 140 pb. As andlises das sequéncias evidenciaram que
ambos os genes sdo bastante conservados, ndo sendo demonstrada variacdo nucleotidica

em ambos os genes (Figuras 5 e 6) (Tabelas 6 e 7).

Figura 5. Alinhamento das sequéncias do gene cyf2Aa de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhio e sequéncias depositadas na plataforma GenBank.
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias do gene cytf2Ba de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo e sequéncias depositadas na plataforma GenBank.
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Tabela 6. Comparacdo da sequéncia do gene cyt2Aa de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo, com as sequéncias de banco de dados do GenBank, com
utilizacdo da ferramenta Blast, no NCBI.

Descricao Identidade Acesso
Bacillus thuringiensis strain BT-59 plasmid p4, complete 100.00% CP039725.1
sequence =
Bacillus thuringiensis serovar israelensis strain 1.24
plasmid pT0124-4, complete sequence 100.00% KY352353.1
Bacillus thuringiensis HD-789 plasmid pBTHD789- 100.00% CP003766.1
3, complete sequence E—
Bacillus thuringiensis strain TO139 plasmid pT0139- 100.00% CP037468.1
4, complete sequence ——
Bacillus  thuringiensis strain Bti plasmid pT0124-4, 100.00% CP037887.1

Tabela 7. Comparacdao da sequéncia do gene cyt2Ba de isolados de Bacillus
thuringiensis do Maranhdo, com as sequéncias de banco de dados do GenBank, com
utilizacdo da ferramenta Blast, no NCBI.

Descricao Identidade Acesso
Bacillus thuringiensis strain BT-59 plasmid p4, complete 99.30% CP039725.1
sequence
Bacillus thuringiensis strain Bti plasmid pT0124-4, complete 99 30% CP037887.1
sequence
Bacillus thurmgze}?szs strain NBB(2 cytolytic protein 2B 99.30% KY777431.1
(cyt2B) gene, partial cds
Bacillus thuringiensis serovar israelensis plasmid pBTI-6
DNA, complete sequence, strain: HD522 99.30% LC128536.1
Bacillus thuringiensis HD-789 plasmid pPBTHD789-3, complete 99.30% CP003766.1

sequence



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1633265223
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1633265223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039725.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=NKM7VZ5A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY352353.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=5&amp;RID=NKM7VZ5A014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_401878291
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_401878291
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_401878291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003766.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=8&amp;RID=NKM7VZ5A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP037468.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=2&amp;RID=NKM7VZ5A014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1593511733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP037887.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=4&amp;RID=NKM7VZ5A014

5 DISCUSSAO

Os isolados deste estudo que apresentaram a combinagdo de genes cry4Aa,
cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba, podem ser considerados potenciais candidatos como linhagens
de B. thuringiensis para serem utilizados como larvicidas microbianos, devido ao seu
amplo espectro de acao, bem como, a sua atividade larvicida.

Algumas pesquisas tém evidenciado o potencial de Cyt2 em agir em
sinergismo com as toxinas Cry4. Promdonkoy; Promdonkoy; Panyim (2005)
verificaram que a coexpressdo das toxinas Cry4Ba e Cyt2Aa, produzidas em
Escherichia coli incrementou a toxicidade para larvas de A. aegypti e Culex
quinquefasciatus, demonstrando, com isto, a alta atividade sinergistica entre as toxinas
combinadas.

Ja Manasherob et al. (2006) relataram a capacidade da combinacdo de
Cyt2Ba interagir com Cry4Aa, sendo toxica contra larvas de A. aegypti. E da mesma
forma, Valtierra- de-Luis et al. (2020) demonstraram que a combinacdo das toxinas
Cry4Aa e Cyt2Ba exibiram uma alta atividade inseticida contra larvas de segundo instar
de A. aegypti (CLsp = 13,41 ng/mL), em comparagdo a atividade inseticida de Cry4Aa
de forma isolada (CLsp = 34,63 ng/mL).

Quanto ao polimorfismo, nossos resultados foram semelhantes aos do
estudo realizado por Bukhari; Shakoor (2010), no qual uma regido conservada do gene
cry4 de isolados de B. thuringiensis nativos, toxicos para larvas de Anopheles stephensi
(Liston, 1901) (Diptera: Anophelinae), foi sequenciada e analisando as sequéncias
obtidas, verificaram-se alteracdes de nucleotideos nos fragmentos, variando de uma a
quatro mudangas por isolado.

O sequenciamento do gene cry4Aa realizado no trabalho de Corréa et al.
(2012) revelou oito diferencas de base nucleotidica. J4 na sequéncia do gene cry4Ba
analisada por Corréa et al. (2013) apenas uma alteracao nucleotidica fo1 verificada.

Em se tratando de outras classes de gene cry, altas taxas de similaridade sdo
do mesmo modo bastante detectadas (LETOWSKI et al., 2005; CHOI et al., 2007;
CORREA et al., 2012; MERA; VILLEGAS; HERNANDEZ-FERNANDEZ, 2012;
BOUKEDI et al., 2016), confirmando a caracteristica conservada desses genes, como
verificado nessa pesquisa para os genes cry4Aa e cry4Ba.

Altas taxas de similaridade sdo verificadas também para o gene cyt de

isolados nativos de B. thuringiensis, provenientes de diferentes substratos e diferentes
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regides do mundo (WU et al., 2008; COSTA et al., 2014; SOARES-DA-SILVA, 2017).
Sendo assim faz-se necessario novos estudos como o sequenciamento das
demais toxinas presentes em B. thuringiensis, que poderdo possibilitar o entendimento
da relacdo das toxinas expressas por esses genes, essas informacdes poderdo fornecer
conhecimentos para desvendar o mecanismo envolvido na atividade toxica desses
isolados e assim buscar novos agentes de controle bioldgico contra o A. aegypti.

A busca por novas linhagens de B. thuringiensis € realizada em diferentes
laboratérios do mundo, com intuito de obter linhagens que estejam adaptadas as
condi¢des locais de cada regido, esse fato pode contribuir para uma maior variabilidade
genética das diferentes linhagens de Bacillus, ressaltando assim a importancia de coletas
nos diferentes biomas maranhenses. Com isso, espera-se que os isolados que
apresentaram maior numero de genes, possam ser utilizados como ferramenta
biotecnoldgica, consistindo em ingrediente para a fabricacdo de inseticida bioldgico
para o controle de vetores, utilizando os proprios recursos naturais da regido estudada

(PINTO et al., 2003, GOBATTO et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

e Os isolados de B. thuringiensis que apresentaram a combinagdo dos genes
cry4Aa, cry4Ba, cyt2Aa e cyt2Ba podem ser considerados potenciais candidatos
como linhagens de B. thuringiensis para serem utilizados como larvicidas

microbianos.

e A andlise das sequéncias dos genes cry4Aa e cry4Ba evidenciaram que a regido
sequenciada de ambos os genes é bastante conservada, sendo encontrado
polimorfismo nas sequéncias de apenas trés isolados (BtMA-679, BtIMA-691 e
BtMA-703);

e Naio foi verificado polimorfismo nos genes cyt2Aa e cyt2Ba nas sequéncias, em

relacdo as sequéncias depositadas no Genbank.
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