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1 RESUMO

O interesse na utilizacdo de Bacillus thuringiensis (Bt) como biopesticida, ao invés de
produtos quimicos, e seu espectro de toxicidade restrito ao alvo contribuiram para o
estabelecimento de diversas colegdes de estirpes de Bt ao redor do mundo. Bacillus
thuringiensis é uma bactéria gram-positiva aerdbica, que pode ser isolada de diversos
locais tais como dgua, solo, teias de aranha e insetos mortos, sendo a bactéria
entomopatogénica mais utilizada como biopesticida mundialmente. O uso em grande
escala se deve aos cristais proteicos citoplasmaticos formados durante a esporulacao,
denominados &-endotoxinas (Cry e Cyt), além de proteinas secretadas durante a fase
vegetativa (Vip e Sip). Para a caracterizagdo de novos isolados de Bt vdrios métodos sdo
utilizados, incluindo métodos moleculares como a reacao em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativa (QPCR). A qPCR é capaz de monitorar a reagdao enquanto ela
progride (em tempo real) e os dados sdo coletados ao longo da PCR. Tendo em vista a
importancia da caracterizagdao das estirpes de Bt para o desenvolvimento de novos
bioinseticidas ou eventos transgénicos, para prospecg¢ao de novos genes cry, cyt, vip e
sip com potencial entomocida, para identificagdo de novos genes nas estirpes de Bt e
auxilio no entendimento da distribuicdo e diversidade das estirpes e genes de Bt, esse
trabalho teve como objetivo criar um sistema de identificacdo de genes baseado em
reacOes de gPCR com base nos genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9,
cry10, vipl, vip2, vip3, cytl, cyt2 e sip para caracterizagdao de 257 estirpes de Bacillus
spp. da Colecao de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, analisando o grau de correlagdo entre a distribuigdo dessas estirpes com
a origem do substrato de onde a estirpe foi isolada e entre a sua distribui¢ao e condigdes
geoclimaticas. Foi possivel observar que os genes cryl, cry2 e vip3a/b ocorrem de
maneira homogénea no territdrio brasileiro e alguns genes sao encontrados em regides
especificas. O maior reservatoério de variabilidade esta dentro das estirpes de Bt em cada
regido, e sugere-se que tanto as condi¢des geoclimaticas, quanto os cultivos regionais,
interferem na diversidade genética que as estirpes de Bt apresentam, e que estirpes de
Bt podem trocar constantemente informagdes genética.

Palavras chave: cry1, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9, cryl10, crylla, vipl,

vip2, vip3, cytl, cyt2, sip; diversidade; Bt; qPCR.



2 ABSTRACT

The interest in the use of Bt as a biopesticide, instead of chemicals, and its toxicity
spectrum restricted to the target contributed to the establishment of several collections
of Bt strains around the world. Bacillus thuringiensis (Bt) is a gram-positive aerobic
bacterium, which can be isolated from several places, such as water, soil, spider webs
and dead insects, being the most used entomopathogenic bacterium as a biopesticide
worldwide. The large-scale use is due to the cytoplasmic protein crystals formed during
sporulation called &-endotoxins (Cry and Cyt), in addition to proteins secreted during
the vegetative phase (Vip and Sip). For the characterization of new Bt isolates several
methods are used including molecular methods such as the quantitative real-time
polymerase chain reaction (qPCR). gPCR is able to monitor the reaction as it progresses
and data is collected over the course of the PCR. Owing the importance of the
characterization of Bt strains to the development of new bioinsecticides or transgenic
events, for the prospection of new cry, cyt, vip and sip genes with potential entomocide,
for the identification of new genes in the Bt strains and aid in understanding distribution
and diversity of Bt strains and genes, this work aimed to create a gene identification
system based on qPCR reactions based on the genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6,
cry7, cry8, cry9, cryl0, crylla, vipl, vip2, vip3, cytl, cyt2 and sip for characterization of
257 strains of Bacillus spp. of the Ivertebrate Bacteria Collection of Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology, analyzing the degree of correlation between the
distribution of these strains and the origin of the substrate from which the strain was
isolated and between its distribution and geoclimatic conditions. It was possible to
observe that the genes cryl, cry2 and vip3a/b occur homogeneously in the Brazilian
territory and some genes are found in specific regions. The biggest reservoir of variability
is within the Bt strains in each region, and it is suggested that both geoclimatic
conditions and regional crops interfere with the genetic diversity that the Bt strains
present, and that Bt strains can constantly exchange genetics information.

Key words: cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9, cry10, crylla, vipl, vip2,
vip3, cytl, cyt2, sip; diversity; Bt; qPCR.
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INTRODUCAO

O género Bacillus é composto por bactérias aerébicas ou anaerdbicas facultativas
e exibe grande importancia econGmica por apresentar espécies de interesse
industrial, como o Bacillus thuringiensis (Bt), biopesticida amplamente utilizado, e
outras espécies que podem ser patogénicas e sdo de interesse médico, como o
Bacillus anthracis, agente etiolégico do antraz (RASKO et al., 2005).

Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-positiva aerdbica que pode ser isolada
de diversos substratos como agua, solo, teias de aranha e insetos mortos, sendo a
bactéria entomopatogénica mais utilizada mundialmente como biopesticida
(BOUKEDI et al., 2016). Inumeras estirpes ja foram isoladas, sendo a maioria ativa
contra larvas de pragas de cultivos de milho, algodao, soja e cana-de-acucar, além de
serem ativas contra insetos vetores de doengas, a exemplo dos mosquitos dos
géneros Aedes e Culex, vetores de dengue e maldria, respectivamente (ANGELO et
al., 2010). Oferecem ainda vantagens em comparac¢do com inseticidas quimicos por
nao produzirem poluentes, além da alta especificidade aos insetos alvo e por
consequéncia seguranc¢a a organismos que ndo sdo alvos, diminuindo o efeito
residual (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014).

O uso em grande escala se deve aos cristais proteicos citoplasmaticos formados
durante a esporulacdo, denominados &-endotoxinas (Cry e Cyt), além de proteinas
secretadas durante a fase vegetativa (Vip e Sip) (MAAGD, DE; BRAVO; CRICKMORE,
2001; PALMA, et al., 2014). Atualmente estdo descritos 818 genes cry, agrupados em
78 familias de proteinas Cry, 41 genes cyt e 109 genes vip ( CRICKMORE et al., 2020).
O isolamento de novas estirpes, bem como a identificacdo, preservagdo e
conservacao das mesmas, ocupa lugar de destaque no campo da pesquisa e criagao
de novos produtos biotecnoldgicos (RABINOVICTH; OLIVEIRA 2015).

A presenga de genes codificadores das toxinas se relaciona com a atividade
larvicida das estirpes de Bt e a detec¢do de genes especificos, utilizando a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), ja foi utilizada em estudos de triagem para
caracterizar estirpes de Bt com potencial atividade entomocida em diferentes
regies do mundo (URIBE; MARTINEZ; CERON, 2003; SAUKA; BENINTENDE, 2017;
JAIN et al., 2017; YILMAZ; AYVAZ; AZIZOGLU, 2017; BOONMEE; THAMMASITTIRONG;
THAMMASITTIRONG, 2019). Para complementar a PCR convencional, foi
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desenvolvida a Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR), capaz de
quantificar a amplificagdo do DNA concomitantemente ao progresso da reagdo (em
tempo real), sendo os dados coletados ao longo do processo. (NOVAIS; PIRES-ALVES,
2004).

O interesse na utilizacdo do Bt como biopesticida, ao invés de produtos quimicos,
bem como seu espectro de toxicidade restrito ao alvo, contribuiram para o
estabelecimento de diversas colegdes de estirpes de Bt ao redor do mundo. A
caracterizagao dessas colecdes vem mostrando a variabilidade das estirpes de Bt em
relagdo a sua diversidade e distribuicdo na natureza, indicando grau de correlagao
entre a distribuicdo dessas estirpes com a origem do substrato de onde a estirpe foi
isolada e entre a sua distribuicdo e condigdes geoclimaticas (SAUKA; BENINTENDE,
2017).

A Embrapa Recursos Genéticos realiza testes para detectar e caracterizar novas
estirpes de Bt com maior potencial entomocida, procurando novas toxinas que
possam ser utilizadas na producdo de novos bioinseticidas (EMBRAPA, 2005). Tendo
em vista a importancia da caracterizagao das estirpes de Bt para desenvolvimento de
novos bioinseticidas ou eventos transgénicos, para prospec¢dao de novos genes cry,
cyt, vip e sip com potencial entomocida, para identificacdo de novos genes nas
estirpes de Bt e auxilio no entendimento da distribuigdo e diversidade das estirpes e
genes de Bt, esse trabalho teve como objetivo criar um sistema de identificacao de
genes baseado em reacdes de qPCR para caracterizacao de estirpes da Colecdo de

Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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6 REVISAO BIBLIOGRAFICA

6.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria gram-positiva, esporulante, produtora de
um cristal parasporal com potencial entomocida, sintetizado durante a esporulagdo. E
uma bactéria que possui ampla distribuicdo podendo ser encontrada nos mais diversos
ambientes (Figura 1). O conhecimento dos cristais parasporais levou ao
desenvolvimento de bioinseticidas baseados em cepas de Bt para controle de insetos
das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e
Mallophaga, além de nematoides, acaros e protozodrios (SCHNEPF, et al., 1998). Apesar
do potencial do Bt e dos grandes avangos no seu uso para controle de insetos, seu papel

no meio ambiente ainda ndo é bem definido (MELO, et al., 2016).

Figura 1 Diferentes nichos ecolégicos de Bacillus thuringiensis. O solo (1) é considerado um dos
principais reservatérios de esporos de Bt, ja que recebe a maior quantidade de propagulos
advindos de outros ambientes. A partir do solo o Bt pode colonizar as raizes das plantas (2),
nutrindo-se dos exsudatos radiculares. Também podem ser ingeridos por vermes e insetos
presentes no solo (3). A colonizacdo da rizosfera favorece a colonizacdo endofitica (4), podendo
se proliferar nos tecidos das plantas e infectar os herbivoros de maneira paraténica (5) ou
patogénica (6). O Bt pode atingir a superficie das plantas a partir do solo devido ao processo de
germinacdo, por a¢do da agua da chuva e pelas fezes dos animais que o transportam, como
insetos e aves (7). Pode ser reintroduzido no solo ou na agua a partir das folhas contaminadas
gue caem das plantas, (8) ou ainda, os esporos podem ser transportados pela agua da chuva (9).
Na agua, Bt pode infectar e proliferar em vertebrados ou invertebrados e persistir nesse
ambiente, associando-se a substratos como plantas aquaticas e sedimentos (10). As fezes de
animais que se alimentam de plantas ou insetos contaminados também podem servir como
fonte de nutrientes para o crescimento de Bt (11). Sabe-se que carrapatos e acaros também sao
hospedeiros do Bt (12), mas o mecanismo natural da infec¢cdo é desconhecido.

Fonte: Adaptado de ARGOLO-FILHO; LOGUERCIO, 2014.
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O ciclo de vida do Bt é caracterizado por duas fases: divisdao celular vegetativa e
formacdo de esporo (ou esporulacdo). A célula vegetativa possui forma de bacilo que ao
se dividir origina duas células filhas idénticas, enquanto a esporulagdo se caracteriza
pela divisdo celular assimétrica (SALEEM, et al., 2010). Durante a esporulacdo, a bactéria
produz as proteinas sob a forma de cristais parasporais que podem consistir em uma ou
mais proteinas conhecidas como &-endotoxinas (BRAVO; GIL; SOBERON, 2007). As
toxinas presentes nos cristais sao classificadas em duas grandes familias denominadas
Cry e Cyt. A proteina Cry (do inglés crystal) representa a maior parcela das toxinas,
contando atualmente com mais de 800 genes caracterizados, agrupados em 78 familias.
As proteinas Cyt (do inglés cytolitic) sdo caracterizadas por possuirem atividade citolitica
in vitro, porém vem mostrando atividade especifica contra dipteros (ADANG, et al.,
2014). Durante seu crescimento vegetativo o Bt também produz duas outras proteinas
que sdo secretadas no meio externo, denominadas Vip (Vegetative insecticidal protein)
e Sip (Secreted insecticidal protein), que possuem atividade inseticida contra insetos das

ordens Coleoptera e Lepidoptera (PALMA; BERRY, 2016).

6.1.1 Classificagao e defini¢dao de toxinas Cry, Cyt, Vip e Sip

As toxinas Cry sao definidas como proteinas que possuem alta identidade em suas
sequéncias de aminoacidos quando comparadas entre si ou com outras proteinas cry
previamente caracterizadas. As toxinas também sdo descritas como inclusdes proteicas
parasporais de Bt que possuem atividade entomocida ou diferentes graus de toxicidade
comprovada experimentalmente em um alvo ou organismo (ADANG, et al. 2014). A
nomenclatura das toxinas leva em consideragao somente a identidade entre os
aminodcidos da proteina, desconsiderando a toxicidade a alvos semelhantes, e
proteinas com alvos semelhantes podem ndo compartilhar o mesmo nome (PALMA, et

al., 2014).

O sistema de nomenclatura foi gerado a partir do alinhamento de multiplas
sequéncias, adotando um sistema de nomenclatura de quatro niveis em que proteinas
qgue possuem pelo menos 45% de identidade foram colocadas no mesmo grupo primario
(Cryl e Cry2, por exemplo). O grupo primario foi dividido em proteinas que possuem
pelo menos 78% de identidade nas suas sequéncias e alocados no segundo nivel (CrylA

e CrylB, por exemplo). O terceiro nivel foi criado para proteinas que possuem até 95%
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de identidade (CrylAa e CrylAb, por exemplo) e o quarto nivel criado para proteinas
gue possuem mais de 95% de identidade entre as suas sequéncias (CrylAal e CrylAa2,
por exemplo). O sistema de quatro niveis também se aplica as outras toxinas, e o sistema

pode ser visto na Figura 2 (CRICKMORE et al., 2020).

Figura 2 Sistema de nomenclatura utilizado pelo Comité de Nomenclatura de toxinas de
Bt para Cry, Cyt, Vip e Sip. A imagem ilustra como é feita a nomenclatura das toxinas e como o
nome varia de acordo com o nivel de identidade das sequéncias de aminoacidos das toxinas.

JVip3

-l -l -l -l -l
Protein type Rank 1 Rank2 Rank3 Rank4
(Cry, Cyt, Vipor Sip)  <45% <78%  =95% >95%

0% amino acid idenliti

0 100

Fonte: Adaptado de PALMA, et al., 2014.

6.1.2 Estrutura das proteinas Cry, Cyt, Vip e Sip

A maioria das toxinas Cry possui o mesmo modelo de trés dominios (1, Il e Ill, como
ilustrado na Figura 3) apesar da diferenca entre alguns aminoacidos de suas sequéncias
e de seus tamanhos. A estrutura do dominio | contém sete ou oito a-hélices e,
considerando que possuem tamanho suficiente para alcangar a membrana hidrofébica
celular e que o dominio | se assemelha a dominios de outras toxinas bacterianas que
formam poros em membranas, foi sugerido e posteriormente demonstrado que o
dominio | é responsavel por se inserir na membrana, formando poros (LI; CARROL;

ELLAR, 1991).

O dominio Il, que consiste em uma estrutura de trés folhas-B, esta envolvido na
oligomerizacao, insercdo na membrana e ligacao ao receptor, exibindo estrutura similar
a varias proteinas receptoras de carboidratos. O dominio Il também apresenta
identidade com outras proteinas que se ligam a carboidratos, participando na ligacdo ao
receptor e possivelmente da insercdo na membrana. Isso sugere que os carboidratos
possuem uma importante relacdo com o modo de acdo das proteinas de trés dominios

(BRAVO; GIL; SOBERON, 2007; ADANG, et al, 2014).
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Enquanto os dominios | e Il coevoluiram, analises de sequéncias de aminodcidos do
dominio lll revelaram diferentes conformacdes devido a ocorréncia de rearranjos nesta
porcao da molécula. Toxinas com dupla especificidade sdo exemplos de toxinas que
podem sofrer mudancgas, sugerindo que uma reogarnizacdo do dominio Il esta
envolvida na criacao de novas especificidades. A evolucdo independente do dominio lll,
gue se reorganiza em diferentes toxinas, gerou proteinas com modo de acdo similares,
mas com especificidades diferentes (BRAVO, et al., 2007).

Figura 3 Estrutura tridimensional da toxina Cry. Os numerais romanos indicam os dominios

da proteina: | - dominio perfurador; Il - dominio central envolvido na interagdo ao receptor; Ill -
dominio de ligacdo envolvido na ligacdo ao receptor e formacdo de poros.

Fonte: Adaptado de PALMA et al., 2014,

A estrutura tridimensional conservada da maioria das proteinas Cry sugere um modo
de agao comum, com as estruturas primadrias e secundarias sendo responsaveis pela
especificidade. E sabido que as proteinas Cry possuem como alvo os enterdcitos dentro
do intestino médio do hospedeiro comprometendo a barreira epitelial, fazendo com que
ocorra um colapso da barreira celular intestinal durante a intoxicagao por toxinas Cry

(CRICKMORE, et al., 2014).

As proteinas Cyt possuem apenas um dominio a-B, com duas camadas exteriores de
a-hélice que formam um grampo ao redor da folha B. As a-hélices possuem carater
anfipatico, enquanto os residuos hidrofdbicos estdo posicionados contra as folhas

(SOBERON; LOPEZ-DIAZ; BRAVO, 2013).
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As proteinas Vip1l, Vip2 e Sip possuem sequéncias conservadas de peptideos sinal
que sao clivados antes ou depois do processo de secregdo ser completado. Vipl e Vip2
constituem uma toxina bindria com alta atividade inseticida contra coledpteros e
hemipteros. Ja a toxina Vip3 é uma proteina de cadeia simples. As proteinas Vip1l e Vip2
possuem peptideos-sinal na por¢do N-terminal. A homologia das proteinas Vipl e Vip2
com toxinas bindrias do tipo A/B de outras bactérias sugere que essas toxinas formam
uma proteina binaria do tipo A/B. Porém, enquanto Vip2 é uma citotoxina, Vipl é uma
proteina de ligacdo ao receptor, responsavel pela translocacdo da Vip2 para o interior
das células hospedeiras. Por ser a proteina mais recentemente descoberta, a estrutura
da proteina Sip ainda nao foi bem descrita, possuindo baixa identidade, porém

significativa, com proteinas do tipo MTX3 (PALMA et al., 2014).

6.1.3 Modo de acao das toxinas Cry, Cyt, Vip e Sip

6.1.3.1 Toxinas Cry

Proteinas citoliticas sao produzidas por diversos organismos incluindo bactérias,
alguns insetos e répteis venenosos, sendo secretadas como proteinas soluveis e, quando
em contato com o epitélio intestinal, se ligam a membrana citoplasmatica dos
enterdcitos, eventualmente se translocando para o citoplasma da célula. Muitas das
proteinas citoliticas caracterizadas até hoje, incluindo as proteinas Cry, parecem atuar
por meio da formacdo de poros na membrana celular, destruindo a barreira osmotica e
levando o hospedeiro a morte. Tais tipos de proteinas sdo muitas vezes denominadas

toxinas formadoras de poros (Pore-forming toxins) (PARKER; FEIL, 2005).

Apesar de inseticidas baseados em toxinas de Bt serem comercializados
mundialmente, o mecanismo que induz a citotoxicidade ainda nao foi completamente
elucidado, e estudos que buscam esclarecer os eventos responsaveis pela morte celular
nao acontecem com a mesma velocidade de isolamento de novas estirpes. Atualmente
€ sabido que uma estirpe de Bt pode ser utilizada para combater um tipo especifico de
inseto (Figura 4), porém varios mecanismos de acdo foram reportados, indicando que
ndo ha um Unico mecanismo padrao. Esses mecanismos complexos podem ocorrer de
maneira simultanea, mostrando que ha muito a ser estudado em relagdao aos

mecanismos associados a morte do organismo (MELO, et al., 2016).
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A acdo primadria das toxinas consiste na lise das células epiteliais do intestino médio
dos hospedeiros com a formacdo de poros na membrana apical das microvilosidades.
Em 2006, Zhang et al., sugeriram que a toxicidade poderia estar associada também a
uma proteina G mediadora de apoptose. As toxinas Cry passam de protoxina a inclusdes
de oligbmeros inseridos na membrana causando extravazamento de ions e morte
celular. Os cristais ingeridos por insetos susceptiveis se solubilizam no pH basico do seu
intestino médio e as protoxinas inativas sao clivadas por proteases intestinais, formando
proteinas resistentes a agdo de proteases. A ativagdo da toxina envolve a remogao de
um peptideo N-terminal e aproximadamente metade da porgdo proteica C-terminal. A
toxina ativa se liga a receptores de membrana nas células colunares do epitélio

intestinal, antes de se inserirem na membrana (BRAVO, et al., 2007).

De acordo com o modelo classico descrito acima a protoxina necessita ser convertida
em toxina para matar os hospedeiros, ao passo que qualquer perturbagdao nesse
processo causa maior resisténcia as toxinas e protoxinas. Contudo, estudos in vitro
mostraram que tanto a protoxina quanto a toxina se ligam a receptores de membrana,
levantando a possibilidade de que a ligagao de protoxinas a receptores do intestino
médio podem matar os hospedeiros por vias téxicas diferentes das primeiras vias

iniciadas pela ligagdo de toxinas ativas (TABASHNIK, et al., 2015).

6.1.3.2 Toxinas Cyt

As proteinas Cyt sdao produzidas como protoxinas que sao solubilizadas no intestino
de insetos susceptiveis e sao ativadas por proteases, produzindo toxinas ativas com agao
citolitica. As toxinas Cyt, ao contrdrio das toxinas Cry, ndo necessitam de um receptor
especifico, interagindo com lipidios ndo saturados da membrana. Foram levantadas
duas hipdteses para explicar o mecanismo de a¢do das toxinas Cyt: i) formacdo de poros,
criando canais seletivos de cations, levando a lise por desregulacdo da pressao
coleidosmodtica; ii) efeito detergente que propde uma agregacdo ndo especifica da
toxina na bicamada lipidica da membrana, levando a desmontagem da membrana e
morte celular. Os dois modelos ndo sdo exclusivos podendo ocorrer em diferentes
concentracdes de toxinas ou em tempos diferentes (SOBERON; LOPEZ-DIAZ; BRAVO,
2013).
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Figura 4 Espectro de ordens de insetos hospedeiros-alvo das proteinas Cry e Cyt.
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Fonte: Adaptado de PALMA, et al., 2014.

6.1.3.3 Toxinas Vip

As proteinas Vipl e Vip2 agem como proteinas bindrias com toxicidade a alguns
coledpteros e hemipteros; a toxina Vip3 é ativa contra lepiddpteros e, até o momento,
ainda nao ha um alvo definido para Vip4. O género Bacillus produz toxinas que agem de
forma sinérgica e binaria do tipo A/B, ndo formando agregados antes de se ligarem a
membrana celular, sendo a Vip2 o componente A e a Vipl o componente B. Portanto, a
Vip1 age como um componente de ligacdo e formacdo de canal enquanto Vip2 entra na
célula e exerce sua toxicidade. As toxinas Vip sdo solubilizadas no intestino do
hospedeiro por proteases do tipo tripsina. O mondmero ativo reconhece receptores
especificos na membrana celular, onde a toxina é entdo inserida, provavelmente via
endocitose. Uma vez dentro da célula, o sitio catalitico da toxina Vip2 previne a
polimerizacdo da actina, inibindo a formacao das redes de microfilamentos (SALEEM, et

al., 2010).
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Assim como as O-endotoxinas, os mecanismos associados a toxicidade de Vip3
sdo complexos, envolvendo vdrios passos. Apesar de ndo possuirem elevado grau de
homologia em suas sequéncias de aminodcidos, o mecanismo de toxicidade da Vip3 é
parecido com o mecanismo descrito para as toxinas Cry (LEE, et al., 2003; SALEEM, et

al., 2010).

6.1.3.4 Toxinas Sip

A toxina Sip é processada na parte N-terminal por proteases ativas no meio.
Apesar da baixa homologia, mas significante, com as proteinas MTX3, é sugerido que a
toxina atua de maneira similar as proteinas formadoras de poros, mas o modo de acdo
ainda ndo foi totalmente descrito. Atualmente possuem atividade téxica descrita para

coleopteros, como observado na Figura 5 (PALMA, et al., 2014).

Figura 5 Espectro de hospedeiros das proteinas secretadas Vip e Sip.
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Fonte: Adaptado de PALMA, et al., 2014.

6.2 Caracterizacdo dos isolados de Bt e diversidade

Diferentes espécies presentes no grupo Bacillus cereus produzem bacteriocinas
(Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus), proteinas formadoras de poros, como
proteinas MTX produzidas por L. sphaericus, e até mesmo quitinases. Contudo, até o

presente momento, apenas Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus sao
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conhecidos produtores de proteinas Cry, sendo que Lysinibacillus sphaericus produz

apenas as proteinas Cry48 e Cry49 (BERRY, 2012).

A classificagdo e taxonomia para separagao das espécies do grupo Bacillus cereus
ha muitos anos é causa de controvérsia na comunidade cientifica. Para que um
organismos seja caracterizado como Baciilus thuringiensis era necessario que a estirpe
apresentasse cristais durante a esporulacao e fosse resistente a penicilina, o que nao se
mostra adequado pois diferentes espécies de Bacillus spp. ja demonstraram algum tipo
de resisténcia ndo sé a penicilina, mas a diversos antibidticos, e a diferenciagao entre
espécies se mostra dificil mesmo com as técnicas avangadas de biologia molecular. A
relacdo entre os diferentes membros do grupo foi feita por técnicas de hibridizacdo de
DNA e pela comparacdo de sequéncias nucleotidicas dos genes codificadores dos rRNAs
16S e 23S, porém os métodos ndao possuem poder de resolucdo suficiente para

diferenciar os membros desse grupo (RASKO et al., 2005).

A utilizagao de genes codificadores de proteinas entomocidas se mostra um bom
marcador para andlises de triagem e prospeccao de estirpes de Bt pelo fato de nenhuma
outra bactéria conhecida até o presente momento produzir esse tipo de proteina e por
alguns desses genes ja terem sido utilizados em outros estudos de caracterizagao de
isolados de diferentes regides (URIBE; MARTINEZ; CERON, 2003; SAUKA; BENINTENDE,
2017; JAIN et al, 2017; YILMAZ, AYVAZ;, AZIZOGLU, 2017; BOONMEE;
THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2019).

O Bt possui alta diversidade genética com diferentes potenciais toxicos, e
diferentes habitats podem conter novas estirpes de Bt tdxicas a diferentes ordens de
insetos. Estudos de triagem, utilizando técnicas bioquimicas, soroldgicas e moleculares,
levaram a criagao de diferentes cole¢des de isolados de Bt em diversas regides do
mundo para avaliar o potencial téxico de estirpes de Bt e sua diversidade

(ZOTHANSANGA; SENTHILKUMAR; GURUSUBRAMANIAN, 2016).

O entendimento da ecologia do Bt e seus isolados é complexa uma vez que a
maioria desses genes sao expressos em plasmideos que podem ser transferidos intra- e

interespecificamente, de forma completa ou parcial. Diferentes nichos ecoldgicos
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podem conter diferentes estirpes de Bt com combinagdes genéticas Unicas, levando a

busca constante desses novos isolados (NAIR et al., 2018).

As razdes da existéncia de alta diversidade de genes produtores de toxinas ainda
nao sao bem entendidas, porém alguns fatores que variam entre as espécies de insetos
parecem ser importantes: pH intestinal, as proteases presentes e os receptores
expressos pelos insetos. Esses fatores podem exercer certa pressdao de selecdo nas
estirpes de diferentes ambientes, forcando a adaptc¢do genética (PALMA et al., 2014). E
possivel que caracteristicas geoclimaticas possam interferir no conteido genético dos
isolados de Bt (URIBE; MARTINEZ; CERON 2003), e o tipo de cultivo predominante da
regido possa influenciar na diversidade genética exercendo pressao de sele¢do, uma vez

que as estirpes estdao em contato com diferentes insetos praga em diferentes cultivos.

6.3 Reag¢do em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das ferramentas mais poderosas
da biologia molecular e tem sido utilizada com bastante frequéncia em diversos estudos
de caracterizacdo de estirpes de Bt (URIBE; MARTINEZ; CERON, 2003; SAUKA;
BENINTENDE, 2017; JAIN et al., 2017; YILMAZ; AYVAZ; AZIZOGLU, 2017; BOONMEE;
THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2019).

Utilizando a PCR, sequéncias especificas de DNA, DNA complementar (cDNA) e até
mesmo fragmentos de RNA podem ser amplificados (copiados) em milhares ou até
milhGes de vezes, utilizando oligonucleotideos especificos a essas sequéncias, uma DNA
polimerase termoestavel e um termociclador. Enquanto na reagao de PCR comum a
detecgdo da sequéncia alvo é feita apds o ultimo ciclo da PCR (endpoint), por meio de
eletroforese em gel de agarose e analise de imagens, na reagdao de gPCR a analise é feita

em tempo real (real time), ciclo ap6s ciclo, descartando anadlises pds ensaio.

Com a gPCR, a quantidade de DNA é mensurada a cada ciclo por via de corantes
fluorescentes que aumentam a fluorescéncia a cada ciclo da reagao, teoricamente
duplicando a quantidade inicial do alvo, de forma proporcional a quantidade de
amplicons gerados. Os reporteres fluorescentes podem ser tanto um corante que se liga
ao DNA dupla fita (dsDNA) ou corantes anexados aos primers que se hibridizam durante

a amplificagdo. A mudanga de fluorescéncia ao longo do ensaio é medida por um
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aparelho que tem a capacidade tanto de termociclagem quanto de detecgao de
fluorescéncia, e, a partir de um grafico de fluorescéncia versus nimero de ciclos é

possivel verificar o acimulo do produto durante todo o ensaio (THERMOFISHER, 2016).

Tanto a PCR convencional quanto a gqPCR possuem trés passos principais: i)
desnaturagao, quando a dupla fita de DNA é desnaturada, expondo as bases do DNA, o
que ocorre a 95°C; ii) anelamento, quando os primers se ligam as fitas simples de DNA a
uma temperatura ideal utilizada de acordo com cada ensaio; iii) extensao, entre 70°C e
72°C, quando a DNA polimerase termoestavel promove a sintese da fita complementar
a sequéncia alvo. A cada ciclo, teoricamente, a quantidade de produto inicial dobra e ao
final do ensaio, o produto inicial é multiplicado em milhGes de vezes (MULLIS, et al.,

1986).

Diferentemente da PCR convencional, a qPCR utiliza fluoréforos que sao
mensurados ciclo apds ciclo, e que podem ser de dois diferentes tipos: corantes ligante
ao dsDNA ou uma sonda fluorescente que se hibridiza a fita simples de DNA (ssDNA)

(ARYA, et al., 2005).

Ensaios que utilizam sondas de hidrélise possuem maior especificidade em relagao
aos que utilizam quimicas como o SYBR Green, porém sdo ensaios mais caros devido a
sua construcdo. Experimentos com sonda de hidrdlise consistem em um primer, uma
sonda e um atenuador (quencher). O primeiro elemento chave de ensaios que utilizam
sonda é a capacidade exonuclease 5’ da DNA polimerase. O dominio 5’ tem a capacidade
de degradar o DNA ligado ao produto inicial, antes da extensao ocorrer. Um segundo
elemento chave para rea¢cdes com Sonda de hidrélise é denominado FRET (fluorescent
ressonance enerfy transfer) que permite que a fluorescéncia do fluordforo seja
fortemente reduzida na presenga do atenuador. Durante a qPCR, os primers e as sondas
se anelam ao alvo. Caso a sonda esteja ligada ao alvo correto, a atividade nuclease da
DNA polimerase cliva a sonda, liberando fragmentos que contém o fluoréforo que, ao
ser separado do atenuador, emite uma fluorescéncia que o aparelho pode detectar

(BIOSYSTEMS TECHNOLOGIES, 2011).

O corante SYBR Green é um corante fluorescente que se liga ao dsDNA e, quando

ligado, emite uma fluorescéncia muito maior se comparado ao corante nao ligado. Um
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ensaio com corantes que se ligam ao dsDNA normalmente possui apenas dois primers.
Em condigbes ideais, experimentos com corantes do tipo SYBR Green seguem um
padrao de amplificacdo idéntico aos ensaios com sonda de hidrélise. No inicio da reagao
ha apenas um ruido (baseline) e, a medida que o alvo é multiplicado, ocorre um aumento
de fluorescéncia e o sinal de amplificagdo torna-se visivel (APPLIED BIOSYSTEMS, 2013)
(THERMOFISHER, 2016).

A especificidade do ensaio é um dos pontos chave para que a gPCR ocorra de
maneira adequada e deve sempre ser levada em considera¢do. Experimentos que
utilizam SYBR Green ou quimicas parecidas devem ser contruidos com maior cuidado,
uma vez que nao possuem a alta especificidade que as sondas de hidrdlise possuem.
Corantes que se ligam ao dsDNA podem se ligar a qualquer amplicon, mesmo que esse
ndo seja o alvo do experimento, podendo produzir resultados falso-positivos. A
especificidade de um ensaio que utiliza SYBR Green ndo pode ser avaliada pela curva de
amplificagdao e, por isso, ao final de cada experimento, é feita uma rampa de

temperatura, conhecida como curva de melting.

A curva de melting consiste em uma dissociacdo gradual dos produtos de PCR apds
o término dos ciclos, por meio de uma rampa de temperatura. E uma alternativa
extremamente vidvel para andlise de especificidade, uma vez que nao adiciona custos
ao ensaio e é feita logo apds o término da reagdao. Contudo, aumenta o tempo do
experimento e requer uma analise apds o ensaio que pode ser subjetiva. O conceito da
dissociacdo vem de que se o alvo é uma sequéncia genética especifica, ele deve ter uma
temperatura de melting (Tm) especifica e, portanto, amplificacdes inespecificas

possuem temperaturas de melting diferentes.
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7 JUSTIFICATIVA

Genes e estirpes de Bt possuem grande interesse industrial pela possibilidade de
controle de insetos praga de diferentes cultivos sem a utilizacdo de produtos quimicos,
de forma sustentavel e financeiramente acessivel, sem riscos a espécies que ndo sao
alvo da agao das toxinas, sendo amplamente empregados na agricultura para controle
de insetos praga, além do potencial emprego na saude publica para controle de vetores

de doencas e possibilidade de pesquisas com toxinas ativas contra células tumorais.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui a Colegao de Bactérias de
Invertebrados composto por mais de 2600 estirpes de Bacillus spp. (FIUZA; POLANCZYK;
CRICKMORE, 2017, MONNERAT, et al., 2015). A caracterizacdo genética dessas estirpes
é importante para formulacdo de novos produtos, criacdo de novos eventos
transgénicos, para identificacdo e prospeccdao de novos genes cry, cyt, vip e sip em
estirpes de Bt com potencial entomocida e combate a resisténcia de insetos praga no

campo.

As estirpes de Bt da Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia foram coletadas de diferentes regides brasileiras criando uma
Colecao com estirpes de variadas regides geograficas e climaticas, possibilitando uma
analise ampla da influéncia dessas condi¢cdes na abundancia, ocorréncia, frequéncia e
correlacdo dos genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9, cryl10, vipl, vip2,
vip3, cytl, cyt2 e sip.

O trabalho visa criar um sistema de caracterizagdo molecular para estirpes de
Bacillus thuringiensis utilizando os genes cry1, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9,
cry10, vip1, vip2, vip3, cytl, cyt2 e sip como marcadores, por ensaios de PCR em tempo
real (qPCR). Para aumentar a cobertura da caracterizacdo foram escolhidas as principais
familias que constituem os genes cry e todas as familias de genes cyt, vip e sip foram

incluidas.

A criagao de um sistema de caracterizagao de estirpes de Bt de maneira agil e
reprodutivel permitird sua replicacdo em estudos e pesquisas afins. A caracterizacao de
uma Colegdo é fundamental para o conhecimento da diversidade genética que a Colegao

possui, contribuindo para a formulagdo de novos produtos e eventos transgénicos, além
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de permitir melhor aproveitamento do conteudo génico. As anadlises e resultados ainda
podem contribuir no entendimento dos diferentes ecétipos que o Bt pode apresentar

dependendo da regido que foi isolado e do tipo de estirpe coletada.

Portanto, caracterizar a Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos é importante considerando a amplitude do material preservado, a
possibilidade de ampliagdo do conhecimento acerca do Bt, seu papel ecoldgico e
distribuicao geografica e, além disso, a possibilidade de extensdo da técnica para outros
laboratdrios, ampliando os estudos de biodiversidade de Bt para ajudar a elucidar seu

papel ecoldgico, distribuicao geografica e biodiversidade.

8 OBIETIVOS

8.1 Objetivo geral

Fazer um levantamento da ocorréncia de genes de toxinas presentes em estirpes
de Bacillus thuringiensis da Colegao de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos e aplicar teste p-valor, qui-quadrado e AMOVA para entender o mecanismo

de distribuicdo dos genes produtores de proteinas entomocidas estudados.

8.2 Objetivos especificos

8.2.1 Desenvolver o protocolo de identificagdo de potenciais genes produtores de
proteinas com atividade entomocida:
a) Desenhar primers especificos para os genes codificadores de toxinas com base
em sequéncias de DNA disponiveis em bancos de dados;

b) Estabelecer o protocolo de qPCR utilizando sistema SYBR Green.

8.2.2 Analisar o conteudo genético e a diversidade dos genes das estirpes
selecionadas da Cole¢ao de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos:

c) Detectar a presenca de genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9,
cry10, vip1, vip2, vip3, cytl, cyt2 e sip em 300 isolados que compdem a Colegao
de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos;

Analisar a diversidade e distribuicao dos genes codificadores de proteinas

entomocidas presentes nas diferentes estirpes.
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 Selecdo das estirpes

A proposta inicial era trabalhar com a selecdo de 300 estirpes, porém, durante a
execugao dos trabalhos instaurou-se a pandemia pelo novo coronavirus SARS-CoV-2 que
restringiu o acesso ao laboratério, prejudicando a rotina de pesquisa. Considerando o
horario reduzido de trabalho, o esquema de revezamento laboratorial e as dificuldades
impostas pelo novo cendrio, optou-se por uma redugao da quantidade de estirpes sem
prejuizo dos resultados. Assim, foram selecionadas 258 estirpes de forma randémica
pertencentes a Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. As primeiras estirpes selecionadas foram estirpes utilizadas como

controles para definir a curva padrao de cada reagdo a ser montada, de acordo com a

Tabela 1.
Amostra | Referéncia
Al vip2b
vipla
A2 vip2a
vip3a/b
cryl
A3 cry?
cry6
cry4
cryl0
A4 cryll
cytl
cyt2
A5 cry9
A6 vip3c

Tabela 1 Estirpes utilizadas como controles positivos e seus respectivos genes alvo.

9.2 Selegdo dos genes de interesse

Os genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9, cryl0, vipl, vip2, vip3,
cytl, cyt2 e sip foram selecionados devido a sua grande diversidade em Bt, sendo que
possuem atividade entomocida descrita para pelo menos uma ordem de insetos. Foram
escolhidos os genes de maior representatividade da familia cry e, para os genes cyt, vip

e sip, todos foram incluidos.
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9.3 Desenho e analise dos primers

As sequéncias dos genes de interesse foram buscadas no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) em conjunto com o banco
genético especifico para Bt (CRICKMORE, 2020). As sequéncias foram alinhadas
utilizando o software Geneious (BIOMATTERS, 2019) e, apés o alinhamento, foram
escolhidas regides mais conservadas para a sintese de sequéncias consenso de DNA para
os genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6, cry7, cry8, cry9, cryl0, vipl, vip2, vip3, cytl,
cyt2 e sip. Para construcao dos primers foi utilizado o programa Primer Quest Tool
(INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES, 2019). Os primers foram desenhados a fim de se
obter sequéncias gerais para cada gene de interesse que gerassem produtos
amplificados de até 150pb, com temperatura de anelamento entre 60°C e 64°C e que

pudessem ser utilizados com corante intercalante de DNA.

Apds o desenho dos primers suas sequéncias foram analisadas pelo Primer Stats
(STOTHARD, 2000) a fim de evitar o desenho de oligonucleotideos defeituosos, que
sofressem efeito de grampo, por exemplo, ou com temperaturas de anelamento muito
altas. Os primers foram também comparados a outras sequéncias de DNA por meio da
ferramenta Nucleotide Blast (NCBI, 2019), para confirmar suas especificidades e da

sequéncia consenso utilizada.

Apds o desenho e teste dos primers para os genes cryl, cry2, cry3, cry4, cry5, cry6,
cry7, cry8, cry9, cryl0, vipl, vip2, vip3, cytl, cyt2 e sip, suas sequéncias foram

sintetizadas pela Integrated DNA Technologies® na concentragdo de 100uM.

Os ensaios de qPCR foram preparados utilizando-se o kit GoTag gPCR Master Mix
(PROMEGA CORPORATION, 2014), o qual possui um corante similar ao SYBR Green®,
chamado BRYT Green®, de acordo com o manual da fabricante. Os primers foram

diluidos para uma concentragao padrao de 10uM.

No ensaio, foi utilizada primeiramente uma concentracdao de 600nM dos primers
na reagao. Para analise da funcionalidade dos primers foram feitos testes de controles
positivos e negativos, sem limite de concentragdo dos primers. Para os genes cry1, cry2,
cryd, cry6, cry9, cryl0, crylla, cytl, cyt2, vipla, vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c seus

primers mostraram-se adequados, sem a formagao de dimeros e com positividade das
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reacdes. Suas caracteristicas sdo mostradas na tabela 2. Os primers para os genes cry8,

viplc e sip ndao se mostraram satisfatorios pois ndao resultaram em amplificagcdao de

qualquer estirpe utilizada como controle positivo para esses genes, sendo por essa razao

excluidos do estudo.

Gene Alvo | Sequéncia (5’- 3’) Tar(r:;)r;ho %GC Tm(°C)
eyl D — GGTGCTGGATTTGTGTTAGGA D-21 D-47,6 61
R- GTTCCTAGCGAATTCTTCTATTCT R-25 R-40
D- CCCAGTTCCAGATGCAAGGATA D-22 D-50
cry2 R- AGAAAGATGTAAATTGGCTGCCT R-24 R-37,5 64
D- ACTTCTGATATGTTGTATTCATGCC D-26 D-38,5
cry4 R-AAACTAAATTGATGGGAATCCTGAC R-26 R-38,5 61
cry6 D-GTTCAAGATTCTGATGATGCTGATG D-25 D-40 61
R-TCCTGGTATTTCTGGGAACAT R-21 R-47,6
D-GGATTACAGGTAAATGTGACAGA D-23 D-39,6
cryd R-ATCATGCCCATATTGTTCATCT R-22 R-36,4 61
D-TCAATGCTCCATCCAATGGT D-20 D-45
cry10 R-TCAGTGGTTGATTTGGCTTATTTG R-24 R-37,5 61
crylla D- CACACAGTGGTTTCAGTCTACTC D-23 D-47,8 61
R- GGTGGTATTGTTCCGGTTCTAC R-22 R-50
D- GGGCAAGGAAACTGCTAATC D-20 D-50
eyl R- ATACATAACGCCACCAGTTTG R-21 R-42,9 61
D- GGATTGTTTGGCGTAATTTATCAG D-24 D-37,5
cyt2 R-TTGCCATAAATCTACCTGTATCTTC R-25 R-36 61
vipla D-AAAGCAGCGAGAGATTTAGATTTG D-24 D-37,5 61
R-CATACTAACATTCACGCTTGGAAA R-24 R-37,5
vin2a D- TCTGATGTAATGGCGCAGTTTA D-22 D-40,9 61
R- CTCGGCACTGTAACCTTCAA R-20 R-50
. D-ACAGGAATGTTTACAAGTTGAAGG D-25 D-40
vip2b R-ATCTCCCTTACCGTCACTATCA R-22 R—-45,5 61
. D- CATTTATGGATTTGCCACTGGTATC D-25 D-40
vip3a/b 61
R- AAATTACCACCACCTGTATCCG R-22 R—-45,5
. D-AGACAAGTGGAAGTGAGATTGG D-22 D—-45,5
vip3c R- GTGAGAAAGGCTTTAGCTTGTA R-23 R-39,1 61

Tabela 2 Sequéncia dos primers e suas respectivas caracteristicas e gene alvo. As letras
"D" e "R" representam os primers diretos e reversos.

9.4 Extragao e quantificagdo de DNA das estirpes.

As estirpes selecionadas foram cultivadas em meio EMBRAPA-agar por 16h a 28°C

(MONNERAT, et al., 2007). Com auxilio de uma alga bacterioldgica descartdvel estéril de

10pL as coldnias foram coletadas e ressuspendidas em 200uL de agua deionizada estéril

em tubos de polipropileno de 1,5 mL e, em seguida, as estirpes foram incubadas com
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2uL de lisozima (25mg/mL) a 37°C por 2 horas. Apds a incubagdo, o DNA das estirpes foi
extraido no extrator automatizado Maxwell® 16, utilizando o kit Maxwell® 16 Cell DNA
Purification Kit (PROMEGA, 2007). Para algumas estirpes foi utilizado o kit Magazorb®
DNA Mini-Prep Kit (PROMEGA, 2011) de acordo com o manual da fabricante.

O DNA obtido foi quantificado utilizando o aparelho Quantus™ Fluorometer com
o kit QuantiFluor® ONE dsDNA System (PROMEGA CORPORATION, 2015), de acordo com
o manual do fabricante. Depois de quantificadas, foi verificado o grau de pureza de cada
estirpe com o espectrofotometro PicoDrop, por meio da andlise das razdes A260/280 e
A260/230. A primeira é uma avaliagdo primdria de pureza, onde o intervalo desejado
para estirpes de DNA é 1,8 - 2,0, com razdes menores que 1,7 indicando contaminacdo
de proteinas e/ou fenol; a segunda é uma avaliacdo secundaria de pureza, com intervalo
desejado entre 1,8 — 2,2, com razbes menores que 1,7 indicando contamina¢do com sal

e/ou anéis de guadinidina (BUSTIN, et al., 2009).

Apds a verificagdo da qualidade, o DNA extraido foi quantificado utilizando o
aparelho Quantus™ Fluorometer com o kit QuantiFluor® ONE dsDNA System (PROMEGA
CORPORATION, 2015) de acordo com o manual do fabricante. Os DNAs foram entdo
diluidos para um valor padrdo de 10ng/uL para que as curvas padrdes fossem

construidas.

9.5 Otimizagdo, curva padrao e eficiéncia dos ensaios de qPCR
Apds o teste de especificidade dos primers, estes foram submetidos a ensaios de

otimizaga, por meio de sua titulagao e posterior verificagao da eficiéncia da reagao.

Para a titulagdo foram construidas seis reagdes em duplicata, variando a
concentragao final dos primers, tanto direto quanto reverso. Apds o término do ensaio,

a concentracao ideal foi determinada para cada primer.

Para as amplificagdes foi utilizado o equipamento Step OnePlus™ System da
Applied Biosystems (APPLIED BIOSYSTEMS, 2010), programado para o modo fast de
acordo com o manual do kit GoTaq gPCR Master Mix (PROMEGA CORPORATION, 2019)
e definida a condigao de ciclagem, sendo 1 ciclo inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de

40 ciclos de 95°C por 3 segundos e 61+3°C por 30 segundos, dependendo do primer
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utilizado, e ao final uma rampa de temperatura comegando em 60°C, em modo step and

hold, até 95°C.

Ao final de cada ensaio foi feito um gradiente de temperatura, ou curva de
melting, a fim de identificar se houve alguma contaminagao do ensaio ou amplificagao
inespecifica dos primers. A faixa de temperaturas foi programada de 60°C a 95°C, em

método de step and hold.

A curva padrao de gPCR para cada gene foi feita a fim de determinar a quantidade
inicial de DNA que deveria ser utilizada para cada primer, a eficiéncia da reagao e o limite

de deteccdo (LoD).

A partir de uma quantidade inicial de 10ng/uL de DNA, foi feita uma diluigdo
seriada com fator de diluigao 1:5 obtendo-se cinco pontos na curva, com concentragdes

variando de 10 ng/uL a 0,01 ng/uL, sendo os ensaios feitos sempre em triplicata.

Apds os ensaios para a confeccdo da curva padrao, a eficiéncia de cada reagao
para cada gene foi determinada. O aparelho utilizado calcula, apds o ensaio da curva
padrdo, a eficiéncia da reagdao, que constitui em uma regressao linear do valor das
diferengas do ciclo de quantificagdo (Cq) obtido em cada um dos pontos da curva
padrdo. Como a regressao influencia a inclinagdo da curva padrao, a seguinte equacao
foi definida por Bustin et al., 2009, para o calculo da eficiéncia dos ensaios, sendo o slope

(ainclinagdo) da curva padrao:
Eficiéncia = 10(-1+slope) 1,

Os dados obtidos em cada ponto foram entdo analisados para gerar a curva
padrao de cada gene, além de verificar a eficiéncia do ensaio, definir o threshold e

analisar a confiabilidade dos resultados.

Para a construgdo da curva padrdao foram utilizados os DNAs extraidos e
padronizados em 10ng/uL. Foram feitas diluicGes seriadas dos DNAs com fator de
diluigdo 1:5, para se obter 5 pontos na curva. Com a construgdao da curva padrao foi

possivel determinar os parametros de cada reacao, de acordo com a tabela 3.
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A eficiéncia de cada reagdo estava dentro do recomendado pelo MIQE (BUSTIN et
al., 2009), entre 90% e 110%. Os valores de inclinacdo das retas também estavam dentro
do recomendado de -3,58 a -3,10. A linearidade da curva é dada pelo valor de R?,
estabelecido acima de 0,98, onde valores abaixo de 0,95 podem indicar erros no ensaio.
A linearidade das reagdes também ficou dentro do estipulado pelo MIQE (BUSTIN, S. A,
et al., 2009).

O threshold foi definido, pois é esse parametro que permite afirmar quais estirpes
sdo positivas e quais sao negativas. Nao ha uma regra para definigdo do threshold,
porém deve ser definido apds o baseline, na fase exponencial da reagao. Portanto, para

cada ensaio, o threshold foi definido.

Alvo R? Eficiéncia(%) Slope Threshold Tm (°C)
cryl 0,996 92,9 -3,505 1,1 78,72
cry2 0,995 96,072 -3,42 1 77,34
cry4 0,996 90,238 -3,58 0,25 76,62
cry6 0,998 91,99 -3,53 0,31 79,46

cry9 0,996 100,55 -3,309 1,25 79,31
cryl0 | 0,993 97,046 -3,395 0,45 76,33
crylla | 0,990 103,211 -3,247 0,5 78,27
cytl 0,998 100,311 -3,314 0,6 79,15
cyt2 0,994 106,666 -3,172 0,4 74,84
vipla | 0,994 96,409 -3,411 0,8 79,17
vip2a | 0,990 108,561 -3,132 0,3 78,3
vip2b | 0,998 90,092 -3,585 0,7 76,46
vip3a/b | 0,992 105,807 -3,19 1,35 75,73
vip3c | 0,995 90,74 -3,566 0,5 76,18
Tabela 3 Alvos e seus respectivos parametros apds construgao da curva padrao.

A curva padrdo obtida nos ensaios para os genes cryl, cry2, cry4, cry6, cry9,
cry10, crylla, cytl, cyt2, vipla, vip2b, vip3a/b e vip3c, bem como a curva de
amplificagdo e a curva de melting podem ser verificadas no anexo A. A Figura 6

representa os parametros obtidos para cryl.
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Figura 6 Graficos obtidos no ensaio de curva padrdo para cryl. Observa-se no grafico de
amplificacdo a fase inicial, exponencial e platd. Na curva de melting observa-se auséncia de
duplo pico, indicando a ndo ocorréncia de dimeros ou contaminagdes.

9.6 Analise primaria dos dados obtidos por gPCR

Apds a otimizacdo dos ensaios e definicao das eficiéncias, foi feita a analise primaria
dos dados obtidos, para a determinacdo de todos os thresholds, verificacdo das curvas
de amplificacdo e controle de qualidade dos ensaios.

As curvas de amplificagao foram analisadas a fim de verificar erros que o programa
possa ter cometido como a definigdo errada dos valores da linha de base, que podem

gerar curvas de amplificacdo erréneas.

ApOs a anadlise da linha de base, os graficos de Multicomponent Plot foram avaliados
com o intuito de verificar se houve evaporacdo das estirpes durante o ensaio, presenca
de bolhas nas estirpes e se o aparelho estava apresentando algum problema na

deteccdo da fluorescéncia.
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9.7 Validagao dos ensaios com qPCR

A validagao do sistema proposto para identificagdao de genes cry, cyt, vip e sip foi
feita utilizando-se sequéncias de DNA previamente obtidas relativas a isolados da
Colegao de Bactérias de Invertebrados. Assim, os resultados dos ensaios de qPCR foram
comparados aos resultados obtidos por sequenciamento, além de bioensaios que foram
realizados previamente no laboratério.Os ensaios foram realizados utilizando-se o kit
GoTaq qPCR Master Mix (PROMEGA CORPORATION, 2019) e as concentra¢des dos
reagentes foram definidas de acordo com o manual da fabricante. O volume final de
cada sistema de reagdao foi definido em 20uL, sendo constituido pelos reagentes

descritos na tabela 3.

Alvo Mix

cryl, cry4, cry6,
cry9, cry10,
crylla, cytl, dH20 8,2 uL, Primerl — 0,3ul, Primer2 — 0,3ulL, Mix qPCR — 10uL, CXR- 0,2
cyt2, vipla, uL, DNA — 1uL. Total = 20uL
vip2a, vip2b,
vip3a/b, vip3c
dH20 8,4 uL, Primerl —0,2uL, Primer2 — 0,2ulL, Mix qPCR — 10uL, CXR- 0,2
uL, DNA — 1uL. Total = 20uL
Tabela 4 Genes escolhidos como alvos para desenvolvimento do protocolo de identificacdo e
seus respectivos sistemas de reacao. As concentracdes utilizadas foram primer1 10 mM,
primer2 10 mM, Mix qPCR 2x, CXR 30uM e DNA 10ng/uL.

cry2

Os resultados obtidos por gPCR foram comparados com resultados de

sequenciamento realizados previamente nas estirpes que foram utilizadas como
controle positivo das reacGes (Tabela 5). Pode-se observar que, por se tratarem de
primers gerais, os resultados com ensaios de gPCR ndo discriminam genes da mesma

familia (é possivel observar apenas cryl no resultado por qPCR para Al, e ndo crylba,

conforme o sequenciamento), porém o resultado é satisfatério uma vez que os mesmos

genes sao encontrados no sequenciamento e nos ensaios de qPCR.

Amostra Sequenciamento Identificagdao por qPCR

Al crylba, sipla, vip2b, viplba, viplbb cryl, vip2b
crylab, crylbi, crylbb, crylc, crylbb,
crylc, cryld, crylf, crylhb, crylid, cryld,

A2 crylf, crylhb, crylid, crylja, crylka, B, Uatie;, e
crylnb, vipla, vip2aa, vip3ag
Ad cry4aa, crydba, cryl0aa, cryllaa, cry4, cry10, cryll, cytl,

cytlaa, cyt2ba, cytica cyt2
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crylaa, crylab, crylad, crylca, crylda,
A5 crylfa, crylia, cry2aa, cry2ab, cry9ca, cryl, cry2, cry9, vip3c
vip3c
crylaa, crylab, cryac, crylba, crylbd,
A6 crylea, crylia, cry8kb, cry2ae, cry2ab, cryl, cry2, vip3a/b
vip3aa
Tabela 5 Resultados obtidos por sequenciamento realizados previamente ao presente estudo
em comparacdo com resultados obtidos por qPCR.

9.8 Testes estatisticos
9.8.1 Teste de hipétese

Em estatistica, o teste de hipoteses é o método utilizado para verificar se os
dados sao compativeis com alguma hipdtese, podendo muitas vezes sugerir a ndao-
validade de uma hipdtese. Ele é baseado na andlise de uma amostra, através da teoria
de probabilidades, usado para avaliar determinados parametros que sdao desconhecidos

numa populacdo. Na maioria das vezes é constituido por duas hipdteses:

{Hipotese nula (H,): Hipotese a ser testada
Hipétese alternativa (H,): Hipétese aceitavel caso a nula seja rejeitada

9.8.2 P-valor

Na estatistica classica, o valor-p, p-value ou nivel descritivo, € uma estatistica
utilizada para sintetizar o resultado de um teste de hipoteses. Formalmente, o valor-p é
definido como a probabilidade de se obter uma estatistica de teste igual ou mais
extrema que aquela observada em uma estirpe, assumindo verdadeira a hipotese nula.
Se o p-valor for menor do que o nivel de significancia estabelecido, rejeita-se a hipdétese
nula. Caso contrario, conclui-se que nao ha evidéncia estatistica suficiente para rejeitar

H,.

9.8.3 Teste Qui-quadrado (x?) via simulagées de Monte Carlo
O teste Qui-quadrado de independéncia é usado para avaliar se hd associagao
entre aduas varidveis de uma tabela de contingéncia (tabela cruzada de varidveis

qualitativas) construida a partir dos dados de uma amostra.
Hipdteses do teste:

{HO: As variaveis sdo independentes
H,: As variaveis sao dependentes
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Onde H, é a hipotese nula e H, é a hipdtese alternativa.

Para que esse teste possa ser usado deve-se cumprir os requisitos: a) todas as
frequéncias esperadas sdo maiores ou iguais a 1; b) no maximo 20% das frequéncias

esperadas podem ser inferiores a 5.

Nos casos em que essas exigéncias nao sao atendidas, existem métodos que
corrigem o X2 tornando-o exato, assim como existem métodos de reamostragem
(Monte Carlo) que também tornam a estatistica exata, possibilitando o uso do teste Qui-

quadrado de independéncia.

Ao aplicar a simulagdo de Monte Carlo, simula-se os dados de acordo com a
hipdtese nula e verifica-se com que frequéncia ocorrem resultados tdo extremos quanto
ou mais extremos do que o obtido na amostra original. As simulagdes sdao geradas
simulando tabelas “aleatdrias” com totais marginais iguais aos da tabela original. Nesse

caso, os graus de liberdade nao entram na equagao em nenhum estagio da computagao.

9.8.4 Analise de variancia (AMOVA)
A anadlise de variancia foi feita utilizando-se o programa Arlequin 3.5 (WEIR;
COCKERHAM, 1984; EXCOFFIER, et al., 1996) para analisar a diversidade genética das

estirpes de Bt dentro da populacdo e entre as regides abordadas no presente estudo.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO
10.1 Perfil, frequéncia e abundancia dos genes de toxinas nas estirpes analisadas
10.1.1 Perfil e frequéncia dos genes nas estirpes analisadas

Na Tabela 6 é possivel observar as combinagdes de genes que ocorreram entre as
estirpes de Bacillus thuringiensis. Das 257 estirpes analisadas, 58 apresentaram
amplificagao para pelo menos um gene alvo. A nao detecgao de pelo menos um gene
alvo nas outras 200 estirpes da Colecdo estd possivelmente relacionada a antiga
metodologia de isolamento de estirpes de Bt, baseada apenas na presencga de cristais
nas estirpes e resisténcia a penicilina. A combinagao que ocorreu com maior frequéncia
foi cry1-cry2-vip3a/b (34,48%), seguida por cryl-cry2-cry9-vip3a/b (8,62%), cry1 (6,90%)

e vipla (5,17%). Todas as demais combina¢Ges apareceram apenas 1 ou 2 vezes.

Perfil Frequéncia %

cryl0 1 1,72%

cry9 1 1,72%

cry6 1 1,72%

cry2-cry9 1 1,72%
cry2-cry9-vip2B-vip3A.B 1 1,72%
cryl-vip3A.B 1 1,72%
cryl-vip2B 1 1,72%
cryl-viplA-vip2B-vip3A.B 1 1,72%
cryl-viplA-vip2A-vip3A.B 1 1,72%
cryl-cry9 1 1,72%
cryl-cry2-cry10-vip3A.B 1 1,72%
cryl-cry2-cry9-vip2B-vip3A.B 1 1,72%
vVip1A-vip2B 2 3,45%
cry4-cry10-crylla-cytl-cyt2 2 3,45%
cry2-vip3A.B 2 3,45%
cry2-cry9-vip3A.B 2 3,45%
cryl-viplA-vip2B 2 3,45%
cryl-cry2 2 3,45%
cryl-cry2-vip2B-vip3A.B 2 3,45%
ViplA 3 5,17%

cryl 4 6,90%
cryl-cry2-cry9-vip3A.B 5 8,62%
cryl-cry2-vip3A.B 20 34,48%
Total 58 100%

Tabela 6 Perfil de ocorréncia dos genes cry1, cry2, cry4, cry6, cry9, cry10, crylla, cytl, cyt2,
vipla, vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c analisados das estirpes de Bacillus thuringiensis.

O perfil de maior ocorréncia (cryl-cry2-vip3a/b - 34,48%) é equivalente a perfis

descritos previamente (NAIR et al., 2018; SAUKA; BENINTENDE, 2017) e pode ser
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explicado pela presenga da ilha de patogenicidade descrita por Zhu e colaboradores
(2015), presente em um plasmideo contendo os genes cryl-cry2-vip3a/b. A maior
ocorréncia do perfil cryl-cry2-cry9-vip3a/b, que contém o gene cry9, difere dos
resultados encontrados na caracterizagao de estirpes argentinas (1,2%), porém possui
grande similaridade com a frequéncia do perfil cry1-cry2-cry9-vip3a/b encontrado nas
estirpes da Tailandia (12,66%). (SAUKA; BENINTENDE, 2017, BOONMEE;
THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2019).

Boonmee, Thammasittirong e Thammasittirong (2019) caracterizaram 482
estirpes de Bt, descrevendo 118 estirpes com perfil cryl-cry2-vip3a/b (24,48%) e 61
estirpes com perfil cryl-cry2-cry9-vip3a/b (12,65%), resultados que se aproximam dos
valores encontrados nesse estudo. Foi sugerido que isolados de Bt reflitam as
caracteristicas geograficas e climaticas de onde foram retirados, possuindo diferentes

atividades inseticidas e diversidade genética (ARMENGOL et al., 2007).

A diferenca entre a combinacdo de genes em cada estudo pode, provavelmente,
ser atribuida a diferenga do numero de isolados de Bt de cada colegdo, dos genes alvos
gue foram escolhidos em cada estudo e da diversidade das amostras de Bt de cada

colegdo (BOONMEE; THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2019).

A maioria das estirpes possui mais de um gene cry. Como os genes estdo
localizados em plasmideos, a existéncia de mais de um gene cry em estirpes de Bt
corrobora a hipotese de que as estirpes trocam, com alta frequéncia, informagdes

genéticas (YILMAZ; AYVAZ; AZIZOGLU, 2017).

10.1.2 Abundancia dos genes nas estirpes analisadas

O grafico da Figura 7 mostra a abundancia dos genes analisados. Os genes cryl1,
cry2 e vip3a/b sdo os de maior ocorréncia nas estirpes de Bacillus spp. estudadas,
seguidos dos genes cry9, vip2b e vipla. Os resultados obtidos para cryl eram esperados
uma vez que a familia do gene cryl1 é a maior entre os genes cry descritos atualmente,
possuindo maior probabilidade estatistica de ocorréncia (CRICKMORE, 2020), e
resultados parecidos ja foram encontrados em outros estudos de caracterizagao de

cole¢Bes de Bt (URIBE; MARTINEZ; CERON, 2003; SAUKA; BENINTENDE, 2017; JAIN et al.,
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Figura 7 Abundancia dos genes cry1, cry2, cry4, cry6, cry9, cry10, crylla, cytl, cyt2, vipla, vip2a,
vip2b, vip3a/b e vip3c encontrados nas estirpes de Bacillus spp. estudadas.

10.2 Caracterizagdao molecular, distribuicdo, abundancia, frequéncia dos genes por

paises

regidao geografica e comparagcdao com caracterizagées de cole¢des de outros

10.2.1 Caracterizagao molecular das estirpes e abundancia dos genes por regido

A Tabela 7 mostra as estirpes que tiveram pelo menos uma amplificacdo de pelo

menos um gene alvo, de acordo com a regido. Os numeros reais das estirpes sdo

conteudo confidencial e, por essa razao, foram omitidos.

Estirpe Regido cryl cry2 cry4 cry6 cry9 cry1l0 crylia cytl cyt2 vipla vip2a vip2b vip3a/b
1 Centro Oeste| O 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
2 Centro Oeste| O 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
3 Centro Oeste| 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
4 Sudeste 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
5 Norte 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
6 Centro Oeste| 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
7 Centro Oeste| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 Norte 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
9 Norte 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

10 Norte 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
11 Norte 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
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Tabela 7 Caracterizagao molecular das estirpes de Bt por gPCR. 0 = ndo; 1 = sim.

Os isolados obtidos na regiao Centro-Oeste apresentaram maior diversidade de
genes, com ocorréncia de 12 dentre os 17 analisados. As regides Norte e Nordeste, Sul
e Sudeste apresentaram a mesma abundancia (7 dos 17 genes analisados). Por fim,
observa-se que a abundancia geral foi igual a 13, mostrando que 4 genes (cry8, cryllb,
vip3c e sip) ndo foram detectados em qualquer uma das estirpes, prejudicando possiveis

analises sobre esses genes.

Localizagdo Abundancia
Centro Oeste 12
Norte e Nordeste 7
Sul e Sudeste 7
Abundancia geral 13

Tabela 8 Abundancia dos genes cryl, cry2, cry4, cry6, cry9, cry10, crylla, cytl, cyt2, vipla,
vip2b, vip3a/b e vip3c por regido.

Uribe, Martinez e Cerdn, 2003, sugerem que as estirpes de Bt podem variar
geneticamente dependendo do local que foram isoladas. A maior abundancia dos genes,
como observado na Tabela 8, estd na regido Centro-Oeste, com ocorréncia de 12 genes.
Os genes cryll e cyt apenas ocorreram na regido Centro-Oeste. Bravo et al., 1998,
relataram a maior ocorréncia desses genes em regides tropicais e chuvosas em
comparagao com regides semidridas; contudo foi inesperado ndao encontrar esses genes
nas regides Sudeste - Sul, pois o Brasil € um pais que possui clima majoritariamente
tropical com estacdes bem definidas, sendo a regido Sudeste também,
predominantemente, tropical. E interessante notar que alguns genes ocorrem somente
em algumas regides, como os genes cry6, cryll e cyt na regido Centro-Oeste e vip2a na

regido Sul-Sudeste.

10.2.2 Frequéncia dos genes por regido e compara¢ao com caracterizacbes de
cole¢Oes de outros paises
A Tabela 9 apresenta a porcentagem de ocorréncia de cada gene em relagdo ao
tamanho total da estirpe de cada regido em relacdo as estirpes de Bacillus spp.(por
exemplo: 14,29% de cry1 no Centro-Oeste significa que 14,29% das estirpes analisadas

dessa regido apresentaram cryl).

Gene ‘ Regiao
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Centro Oeste Norte e Nordeste Sul e Sudeste
cryl 14,29% 16,00% 19,72%
cry2 13,39% 14,67% 15,49%
cry4 1,79% 0,00% 0,00%
cry6 0,89% 0,00% 0,00%
cry8 0,00% 0,00% 0,00%
cry9 6,25% 4,00% 2,82%
crylo 2,68% 1,33% 0,00%
crylla 1,79% 0,00% 0,00%
cryllb 0,00% 0,00% 0,00%
cytl 1,79% 0,00% 0,00%
cyt2 1,79% 0,00% 0,00%
ViplA 0,89% 8,00% 2,82%
Vip2A 0,00% 0,00% 1,41%
vip2B 3,57% 5,33% 2,82%
Vip3A.B 12,50% 14,67% 16,90%
vip3C 0,00% 0,00% 0,00%

Tabela 9 Frequéncia dos genes cry1, cry2, cry4, cry6, cry9, cry10, crylla, cytl, cyt2, vipla, vip2a,
vip2b, vip3a/b e vip3c por regido e abundancia. A tabela representa os eventos em porcentagem
em relacdo a todas as estirpes analisadas de Bacillus spp.

Como observado na Tabela 9 os genes cryl, cry2 e vip3a/b sdo os que possuem
maior ocorréncia em todas as regides analisadas. As estirpes das regides Sul e Sudeste
revelaram maior ocorréncia de cryl (19,72%) seguidas pelas regides Norte e Nordeste
(16,00%) e pela Centro-Oeste (14,29%). Esse mesmo padrdo ocorre para os genes cry2
e vip3a/b, variando apenas suas porcentagens. A regido Centro-Oeste foi a Unica com
ocorréncia dos genes cry4, cry6, crylla, cytl e cyt2, enquanto apenas as regioes Sul e
Sudeste apresentaram o gene vip2a. Por fim nota-se que as regides Norte e Nordeste
obtiveram maior ocorréncia do gene vipla. Esses resultados sdao observados quando

todas as estirpes de Bacillus spp. sao incluidas na analise.

A Tabela 10 apresenta a porcentagem de ocorréncia de cada gene em relacao as
estirpes de Bacillus thuringiensis que obtiveram, pelo menos uma amplificacdo de pelo
menos um alvo, em cada regido (por exemplo: 69,57% de cryl1 no centro-oeste significa
que 69,57% das estirpes analisadas dessa regido apresentaram cryl dentro das estirpes

gue obtiveram pelo menos uma amplificacdo).

Gene Regiao

Centro Oeste Norte e Nordeste Sul e Sudeste
cryl 69,57% 60,00% 93,33%
cry2 65,22% 55,00% 73,33%
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cry4 8,70% 0,00% 0,00%
cry6 4,35% 0,00% 0,00%
cry8 0,00% 0,00% 0,00%
cry9 30,43% 15,00% 13,33%
cryl0 13,04% 5,00% 0,00%
crylla 8,70% 0,00% 0,00%
cryllb 0,00% 0,00% 0,00%
cytl 8,70% 0,00% 0,00%
cyt2 8,70% 0,00% 0,00%
Vip1A 4,35% 30,00% 13,33%
Vip2A 0,00% 0,00% 6,67%
vip2B 17,39% 20,00% 13,33%
vip3A.B 60,87% 55,00% 80,00%
vip3C 0,00% 0,00% 0,00%

Tabela 10 Frequéncia dos genes cryl, cry2, cry4, cry6, cry9, cry10, crylla, cytl, cyt2, vipla, vip2a, vip2b, vip3a/b e
vip3c por regiéo e abunddncia. A tabela representa os eventos em porcentagem em relagdo a todas as estirpes
analisadas de Bacillus thuringiensis.

E possivel observar, comparando as Tabelas 9 e 10, como a ocorréncia e
frequéncia dos genes mudam quando sao analisados na familia Bacillus spp. e na espécie
Bacillus thuringiensis, com frequéncia extremamente menor quando todas as espécies
sdo consideradas. Além de Bt, penas a bactéria Lysinibacillus sphaericus (Ls) é capaz de
produzir toxinas Cry (BERRY, 2012), porém, como o presente estudo ndo inclui a analise

da presencga dos genes codificadores das proteinas produzidas por Ls, é de se esperar

essa diluicdo causada entre os grupos analisados.

A frequéncia genética por regido foi analisada. E possivel observar na Tabela 10
que genes como cryl, cry2 e vip3a/b estdo distribuidos de forma uniforme entre as
regides Centro-Oeste e Norte e Nordeste com frequéncia média (cry1 69,57% e 60,00%,
cry2 65,22% e 55,00% e vip3a/b 60,87% e 55,00%, respectivamente), e possuem alta
frequéncia (cry1 93,33%, cry2 73,33% e vip3a/b 80,00%) na regido Sul e Sudeste.

O gene cry2 foi detectado com média frequéncia nas regides Centro-Oeste e
Norte e Nordeste, como em estirpes da China, Tailandia e Ird, mas encontrado com alta
frequéncia na regido Sul e Sudeste, assim como em estirpes da Argentina. Em
contrapartida, assim como na Argentina e China, o gene cry9 foi encontrado com baixa
frequéncia nas regides Sul e Sudeste e Norte e Nordeste, contrastando com a frequéncia
média de estirpes do Centro-Oeste, onde a frequéncia é parecida com a observada na

Tailandia. O gene vip3a/b foi encontrado em frequéncias parecidas com os genes cryl e
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cry2 nas trés regioes analisadas. As regioes Centro-Oeste e Norte e Nordeste possuem
frequéncia dos genes cryl, cry2 e vip3a/b semelhante as frequéncias observadas nas
estirpes da Tailandia, China e India, enquanto na regido Sul e Sudeste a frequéncia
observada foi parecida com a frequéncia das estirpes da Argentina e Ira. Os resultados
dos estudos estdo descritos na Tabela 11 (SEIGINEJAD et al., 2008; ZOTHAZANGA;
SENTHILKUMAR; GURUSUBRAMANIAN, 2016; LOLNE; MALIK, 2016; JAIN et al., 2017,
SAUKA; BENINTENDE, 2017; YILMAZ; AYVAZ; AZIZOGLU, 2017).

Lone e Malik (2016) encontraram valores diferentes em estudos de triagem na
india em relagdo a outro estudo feito por Jain e colaboradores (2017). Enquanto o
primeiro encontrou uma frequéncia de 43,18% de vip3a no estudo, o segundo obteve
frequéncia de apenas 25% para o mesmo gene. A hipdtese de que a regido e suas
caracteristicas geograficas de onde os isolados foram coletados impacta diretamente na
ocorréncia genética observada nas estirpes de Bt, se mostra muito forte uma vez que
regidoes que possuem caracteristicas geograficas parecidas, apresentam frequéncias
genéticas de Bt parecidas. E possivel observar na regido Sul e Sudeste que as frequéncias
dos genes encontrados nesse estudo e no estudo de Benintende e Sauka, 2017, sdo
muito parecidas (Sul-Sudeste: cryl 93,33%, cry2 73,33% e vip3a/b 80,00%, Argentina:
cryl 92,50%, cry2 92,50% e vip3a/b 91,30% ), além das frequéncias parecidas da regido
Centro-Oeste (cry1 69,57%, cry2 62.22%, cry9 30,43% e vip3a/b 60,87%) com as estirpes
do Ird e Norte e Nordeste (cry1 60,00%, cry2 55,00%, cry9 15,00% e vip3a/b 55,00%)

com estirpes da China, como observado na Tabela 11.

Tabela 11 Detecgdo de genes alvo em estudos de caracterizagdo de colegGes de outros paises.

Pais Frequéncia do gene (%)

crylA crylB cry2A  cry9 Vvip3A

Tailandia 90.61 89.63 76.32 40.70 48.18
Argentina 92.5 0 925 25 913
Ira 44.29 0 54.29 25.71 82.6
india  N/A N/A N/A  N/A 43.18
China N/A N/A N/A  N/A 674
China  67.7 12.9 70.0 155 N/A

Fonte: Adaptado de BOONMEE; THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2019.
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Vale notar também a ocorréncia de cry6 apenas na regidao Centro-Oeste. A
proteina Cry6 possui agao contra nematoides de interesse agricola que causam danos
em plantacdes de soja, por exemplo, e as principais dreas produtoras brasileiras

pertencem a regido Centro-Oeste (ASMUS; INOMOTO, 2013).

Ao analisar as frequéncias dos genes por regido e compara-las com as
frequéncias encontradas em outros estudos de triagem (SEIGINEJAD et al., 2008;
ZOTHAZANGA; SENTHILKUMAR; GURUSUBRAMANIAN, 2016; LOLNE; MALIK, 2016; JAIN
et al., 2017; SAUKA; BENINTENDE, 2017; YILMAZ; AYVAZ; AZIZOGLU, 2017) é possivel

perceber como o clima e a regido geografica interferem na diversidade genética do Bt.

Observa-se que na regido Sul e Sudeste as frequéncias dos genes cryl, cry2 e
vip3a/b (93,33%, 73,33% e 80,00%, respectivamente) sdo muito parecidas com as
frequéncias encontradas por Benintende e Sauka, 2017, em estirpes da Argentina (cry1
92,50%, cry2 92,50% e vip3a/b 91,30%), locais que possuem climas relativamente
parecidos, com temperatura tropical, subtropical e temperada. Em contrapartida a
frequéncia dos genes encontrados na regido Norte e Nordeste (cryl 60,00%, cry2
55,00%, cry9 15,00% e vip3a/b 55,00%) é parecida com as frequéncias encontradas por
Yuetal.,, 2011, e Wang et al., 2003, em estirpes chinesas (cry1 67,7%, cry2 70,00%, cry9
15,50% e vip3a/b 67,40%). Ao analisar o clima da regido Norte e Nordeste com o clima
chinés é possivel observar algumas semelhangas climaticas com predominancia de

climas tropicais, subtropicais e tropical de altitude.

A Figura 8 mostra a andlise de varidncia feita para os genes cry1, cry2, cry4, cryé6,
cry9, cry10, crylla, cytl, cyt2, vipla, vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c, considerando a
populacdo como as regides geograficas consideradas no presente trabalho e os grupos

como os genes estudados.
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Source of Sumof Variance Percentage
variation  d.f, squares components of variation
Ameng.

populations 3 4971 0.02431 Va 1.79

Within
populations 53  70.608  1.33223\h 98.21
Total 56 75.579 1.35654

Source of Sumof Variance Percentage

variation  d.f, squares components  of variation
AMenE,
2LOURS. 2 3.165 -0.03112Va -2.30

2roups. 1 1.806  0.05325Vh 3.93

Within
populations 53 70.608 1.33223 Vg 98.37

Total 56 75.578 1.35436

Figura 8 Analise de variancia (AMOVA) descrevendo a variabilidade genética entre os grupos
(Centro-Oeste, Norte e Nordeste, Sul e Sudeste), entre a populacdo dentro do grupo e entre a
populagao.

A maior variabilidade esta dentro das populagdes, ou seja, entre as estirpes de
Bt (98,21%) localizadas em uma determinada regido. Quando a analise leva em
consideracdo os grupos (Centro-Oeste, Norte e Nordeste, Sul e Sudeste) observa-se
novamente maior variabilidade dentro da populacdo (98,37%). Esses resultados
mostram que a maior variabilidade genética esta dentro das estirpes de Bt em cada
regiao, o que é possivel observar, também, na Tabela 10: a frequéncia de distribuicao
dos genes é diferente em cada regido, o que mostra que o maior reservatorio de

variabilidade esta dentro das estirpes de Bt em cada regido.

A hipdtese de que a regido e caracteristica geografica de onde os isolados foram
coletados impacta diretamente na ocorréncia genética observada nas estirpes de Bt se
mostra muito forte, uma vez que, regides que possuem caracteristicas geograficas

parecidas apresentam frequéncias genéticas de Bt parecidas.
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Figura 9 Climas presentes nas diferentes regides brasileiras.
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Fonte: adaptado de IBGE. Disponivel em <clima.ccCompleted.pdf (ibge.gov.br)>

Esses achados corroboram as hipéteses propostas em outros estudos de que o
conteudo genético das estirpes de Bt podem ter variagdes no conteudo genético de
acordo com a regido e o clima que as estirpes foram isoladas. (BRAVO et al., 1998;
ARANGO; ROMERO; ORDUZ, 2002; URIBE; MARTINEZ; CERON, 2003; ARMENGOL et al.,
2007; ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; SAUKA; BENINTENDE, 2017; NAIR et
al., 2018;).

10.3 Andlise dos perfis genéticos e frequéncia das amostras em relagdo aos
principais cultivos brasileiros

Os principais cultivos brasileiros por regido e suas respectivas pragas,
consideradas para o presente estudo alvos de Bt, foram analisadas. Na Figura 10 pode-
se observar as culturas brasileiras em cada regiao, por area plantada: a regidao Sul-
Sudeste possui maior area plantada dos cultivos de café, cana de aglcar, amendoim,
trigo, arroz, aveia, canola, centeio e cevada; ja a regido Centro-Oeste possui maior area
plantada de algodao, gergelim, girassol, milho e soja; a regido Norte-Nordeste possui
maior area plantada de feijdo e mamona (Sistemas de Produ¢do Embrapa, disponivel

em <Pagina Inicial - Sistemas de Produgdo Embrapa>).
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Figura 10 Principais cultivos brasileiros por regido. Os gréaficos apresentam o cultivo por area
plantada em cada regido. Graficos gerados pelo sistema da Conab.

As pragas suscetiveis a Bt que ocorrem nesses cultivos sdo, em sua maioria,

coledpteros, lepidépteros, hemipteros e himendpteros, como pode ser observado na

Tabela 10. As proteinas de Bt que possuem toxicidade descrita a essas ordens sdo Cryl

e Cry2 (coleéptero e lepidoptero), Cry9 (coledptero), Vipl e Vip2 (coledptero e

hemiptero) e Vip3 (lepidéptero). As proteinas toxicas a himendpteros (Cry3, Cry5 e

Cry22) ndo foram incluidas nesse estudo, e suas andlises ndo foram abordadas.

Cultura

Regido principal

Insetos alvos de Bt

Cana de agucar
Amendoim

Algodao
Gergelim

Café

Trigo
Arroz
Canola
Centeio
Cevada

Milho
Soja

Sul-Sudeste

Centro-Oeste

Coledptero, lepidéptero, hemiptero

Coledptero, lepidéptero, hemiptero

Coledptero, lepiddptero, hemiptero

Coledptero, lepidoptero, hemiptero, himendptero

8 CENTRO-OESTE - NORDESTE - NORTE
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Feijao Lepidoptero, coledptero, hemiptero, diptero
Mamona Lepiddptero, hemiptero, diptero
Tabela 12 Principais culturas por regido e seus respectivos insetos que sao alvos das toxinas de
Bt.

Norte-Nordeste

E possivel observar na Tabela 6 o perfil mais dominante (cry1-cry2-vip3a/b)
encontrado na maioria das estirpes analisadas. Observando-se o perfil dos genes que
codificam as proteinas toxicas aos seus alvos, sua frequéncia regido (Tabela 10) e a
distribuicdo dos alvos pelos cultivos brasileiros (Figura 10), pode-se sugerir que a
dominancia do perfil cryl-cry2-vip3a/b tenha sido causada por uma possivel troca de
informacdo genética entre as estirpes de Bt do Brasil, provavelmente decorrente da
predominancia de coleépteros, lepidépteros, hemipteros e himendpteros nos cultivos
brasileiros. A ilha de patogenicidade contendo esses genes foi descrita por Zhu e
colaboradores em 2015 e abordada no presente estudo. Esta ilha esta inserida em um
grande plasmideo que pode ser transferido entre estirpes de Bt, ocasionando o
fendmeno observado, pois sao os genes que codificam as proteinas toxicas a esses
insetos. Os achados corroboram as hipdteses de outros estudos (BRAVO et al., 1998;
ARANGO; ROMERO; ORDUZ, 2002; URIBE; MARTINEZ; CERON, 2003; ARMENGOL et al.,
2007; ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; SAUKA; BENINTENDE, 2017; NAIR et
al., 2018) que sugerem que o cultivo da regido interfere no conteddo genético das

estirpes de Bt (SAUKA; BENINTENDE, 2017).

Nair e colaboradores (2018) constataram a baixa frequéncia de estirpes de Bt
produtoras de proteinas tdxicas a lepidépteros, sugerindo que a recente agricultura do
Catar ainda ndo viabilizou estirpes de Bt produtoras dessas proteinas. Em contrapartida,
no Brasil, pais economicamente dependente de commodities, a agricultura esta
estabelecida ha bastante tempo, tendo aumento exponencial de produtividade nos
ultimos 40 anos (BOLFE et al., 2018). Além disso, a variedade de cultivos e insetos praga,
principalmente coledpteros e lepiddpteros, poderiam explicar a maior ocorréncia do

perfil cry1-cry2-vip3a/b.

10.4 Resultados obtidos nas qPCR e comparagdao com bioensaios
Previamente as andlises por qPCR bioensaios seletivos empregando suspensdes
dos esporos/cristais de varias estirpes foram realizados (Monnerat et al, 2007) para

verificar a toxicidade as pragas alvos das estirpes de Bt. Os resultados para as estirpes
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positivas para pelo menos um gene alvo s3o apresentados na Tabela 13. E possivel

observar que todas as estirpes que tiveram amplificagdao para pelo menos um gene

exibiram mortalidade para pelo menos um alvo no bioensaio previamente realizado.

Estirpe | Regido Bioensaio (% de mortalidade)
Sf Age Ci Px Ag Ha Cqg Aa Ds Ss
1 co 85 100 100 100
2 co 60
3 co 100 60
4 SE 40 100 70 60
5 NO 60 100 60 100 50
6 CO (100 100 100 100 70
7 co 40 65 100 100 40
8 NO |100 100 100 60
9 NO |100 100 100 50
10 NO |100 100 100 70 40 100
11 NO |100 100 100 100 45 100
12 NO 70 65 65
13 NE 100 100 80 55 45
14 NE 100 100 80 100 45
15 NO 100
16 NO |100 100 100
17 NO |100 100 100 95 100
18 NO |100 100 100 100 90 65
19 NE 80
20 co 70 40 40 100
21 CO |[100 100 55 100 85 50
22 NE 100 55 100
23 NE 85 30 95
24 NE |100 100 70 100
25 NE 100 95 50 50
26 SE (100 100 100 30 100 100 45
27 SE 100 100 100 30 70
28 SE (100 100 75 100 100
29 SE 100 100 75 100 100 100 45
30 SE (100 100 100 50 100 70
31 SE (100 100 100 100 100 100 100 40
32 SE 40 40 50 40 40
33 SE (100 100 100 55 100 80
34 SE (100 100 100 95 100 50
35 SE (100 100 100 95 100 60
36 CO |[100 100 60 100 10
37 co 60 70 50 70 65
38 CO |[100 100 100
39 co 60 40 100
40 SE [100 100 65
41 SE 70 80 10
42 SE [100 100 50
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43 SE 95 100 45
44 co 90

45 co 70

46 co 95

47 CO |100 100 100 60 100 100
48 CO |100 100 55 100 100 100
49 CO |100 100 100 100 25

50 CO |100 100 100 100 70
51 CO |100 100 100 100 100

52 CO |100 100 100 100 100

53 NE 45 65 55
54 co 50 28

Tabela 13 Resultado dos bioensaios realizados previamente pelo Laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas para as estirpes que amplificaram para pelo menos um gene nos ensaios de
gPCR.S.f, A.ge, C.i, P.x, A.g, H.a, C.q, A.a, D.s e S.s: Spodoptera frugiperda, Anticarsia gematalis,
Chrysodeixis includens, Plutella xylostella, Anthonomus grandis, Helicoverpa armigera, Culex
quinquefasciatus, Aedes aegypti, Diatrea saccharalis e Simulidium spp.

Contudo, nao foi possivel observar diferengas entre a mortalidade dos insetos e
o conteudo genético das estirpes de Bt. As estirpes 1 e 2, por exemplo, possuem o
mesmo conteudo genético (cry4, cry10, crylla, cytl e cyt2) que, em teoria, produziriam
proteinas toxicas a dipteros, hemipteros e coledpteros, mas apresentaram toxicidades
completamente diferentes: enquanto a estirpe 1 exibiu letalidade de 100% para C.
quinquefasciatus e A. aegypti, a estirpe 2 nao manifestou atividade contra esses insetos.
O mesmo pode ser observado com as estirpes 8, 9 e 10, que possuem 0 mesmo
contelddo genético (cryl, cry2 e vip3a/b) porém reveralam resultados diferentes de
mortalidade no bioensaio: enquanto as estirpes 8 e 9 tiveram pouca diferenca nos
bioensaios (letalidade de 50% para Plutella xylostella e 100% para Anticarsia gematalis,
Spodoptera frugiperda e Chrysodeixis includens) a estirpe 10 exibiiu letalidade de 70%
para Plutella xylostella e 100% para Anticarsia gematalis, Spodoptera frugiperda,
Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera, e 40% para Anthonomus grandis. As
estirpes que nao apresentaram amplificagdo para pelo menos um gene alvo nao
possuiam toxicidade constatada aos alvos nos bioensaios previamente realizados no
laboratério.

E possivel observar que as amostras 1 e 2 possuem 0s genes caracteristicos
produtores de toxinas a dipteros (cry4, cry10, cry1l, cytl e cyt2). E sabido que os genes
cryl0 e cytl estdo localizados no mesmo plasmideo (pBtoxin) e Nair e colaboradores

(2018) ndo observaram a amplificacdo por PCR desses genes nas estirpes analisadas,
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propondo algum tipo de instabilidade estrutural dos plasmideos na regido do Catar.
Contudo, o presente estudo obteve sucesso na identificagao dos genes cry10 e cytl em
conjunto com os genes cry4, cryll e cyt2. Sugere-se, portanto, que as estirpes de Bt
trocam com alta frequéncia conteldo genético e os plasmideos encontrados nas
estirpes brasileiras podem possuir diferencas estruturais de outros plasmideos de outras
regioes. Além disso, essa troca genética poderia explicar a adaptacao das estirpes de Bt
a pressao de selegdao imposta pela agricultura extensiva de monocultivo.

Sugere-se que os genes cryl, cry2, cry4, cry6, cry9, cryl0, crylla, cytl, cyt2,
vipla, vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c sejam bons marcadores para prospecgdo e estudos
de diversidade de Bt e que possam ser utilizados como marcadores do espectro de
atividade inseticida das estirpes isoladas (SAUKA; BENINTENDE, 2017).

Contudo, os resultados sugerem que estirpes que possuem o mesmo perfil
genético possuem niveis de toxicidade diferentes aos alvos, e fatores como os niveis de
expressdao dos genes, possiveis promotores fracos dos genes, inatividade dos genes,
baixo nivel de expressao, possibilidade de sinergismo entre algumas toxinas e outros
fatores de viruléncia que ainda nao sao completamente entendidos possam influenciar
esses resultados (SEIFINEJAD, et al., 2007; SAUKA; BENINTENDE, 2017).

E interessante notar que das 58 estirpes analisadas, 33 que foram positivas para
a amplificacdo de pelo menos um gene alvo possuiam os genes cryl ou cry2, sendo que
os resultados de bioensaio para essas amostras demonstram alta toxicidade parainsetos
da ordem Lepidoptera. E provavel que a combinacdo dessas toxinas contribua para um
efeito de maior toxicidade contra esses insetos, conforme observado em um estudo

(BOONMEE; THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2019).

10.5 Correlagao entre os genes e teste de hipétese

Na Figura 11 é possivel observar os resultados do teste de correlagdo entre os
genes estudados para o grupo Bacillus spp. Vale ressaltar que o resultado do teste foi
categorizado entre significativo (regido verde do grafico, p-valor < 0,05), e ndo
significativo (regido azul do grafico). Nos casos em que o resultado ndo foi significativo
(p-valor = 0,05) conclui-se que ndo ha evidencias estatisticas suficientes para rejeitar a
hipdtese de independéncia entre os genes usados no teste, pois o p-valor oBtido foi

maior do que o nivel de significancia do teste (¢ = 0,05)
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Figura 91 Matriz apresentando o resultado do teste qui-quadrado de independéncia entre os
genes encontrados nas estirpes analisadas. Correlagdes nao relevantes estao plotadas em azul.
Matriz feita para analisar a correlagdo entre os genes no grupo Bacillus spp.

Todos os pares de genes que apresentaram valores significativos no teste de
correlacdo (regido verde) possuem uma correlacdo direta (valido para as Figuras 11 e
12), ou seja, a ocorréncia de um gene resulta na ocorréncia do outro gene e vice-versa
(por exemplo: a ocorréncia de cryl esta relacionada com a ocorréncia de cry2, assim
como a nao ocorréncia de cryl estd associada com a ndao ocorréncia de cry2). Os pares
de genes que resultaram em p valor < 0,05 foram: cryl e cry2, cryl e cry9, cry2 e cry9,
crylOecry4, crylla e cry4, crylla e cryl0, cytl e cry4, cytl e cry10, cytl e crylla, cyt2
e cry4, cyt2 e cry10, cyt2 e crylla, cyt2 e cytl, cryl e vipla, vip2a e vipla, cryl e vip2b,
cry2 e vip2b, vip2b e vipla, cryl e vip3a/b, cry2 e vip3a/b, cry9 e vip3a/b, vip2b e
vip3a/b.

A Figura 12 mostra o teste de correlagdo entre os genes estudados para as
estirpes de Bacillus thuringiensis. A regidao em azul mostra correlagdes nao significativas,
ou seja, aquelas nas quais ndo ha evidéncia estatistica suficiente para rejeitar a hipdtese
de independéncia da ocorréncia desses genes, pois o p valor obtido foi maior do que o

nivel de significancia do teste (& = 0,05).
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Vip2B
Vip2A
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Cyt2
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Cry9
Cry6
Cry4

Cry2

Figura 102 Matriz apresentando o resultado do teste qui-quadrado de independéncia entre os
genes encontrados nas estirpes analisadas. Correlagdes nao relevantes estao plotadas em azul.
Matriz feita para analisar a correlacdo entre os genes nas estirpes de Bacillus thuringiensis.

Os pares de genes que resultaram em p valor < 0,05 foram: cryl e cry2, cry1l0 e
cry4, crylla e cry4, crylla e cryl0, cytl e cry4, cytl e cry10, cytl e crylla, cyt2 e cry4,
cyt2 e cryl0, cyt2 e crylla, cyt2 e cytl, vipla e cry2, vip2b e vipla, vip3a/b e cryl,
vip3a/b e cry2, vip3a/b e vipla.

Os pares descritos acima possuem evidéncia estatistica suficiente para rejeitar a
hipdtese nula e, dessa forma, concluir que a ocorréncia de, por exemplo, cryl esta
relacionada com a ocorréncia de cry2 nas estirpes de Bt. As estirpes podem ou nao
possuir os pares genéticos apresentados in vivo. Os pares cryl e cry2, cryl e vip3a/b,
cry2 e vip3a/b possuem correlagdo, como pode ser constatado Figura 12, e foram os

genes mais abundantes nas estirpes estudadas.

Estudos de caracterizacdo de estirpes da Tailandia, China, Argentina e Ir3,
previamente abordados no presente trabalho, descreveram a ocorréncia e abundancia

desses mesmos genes durante a caracterizacdo de estirpes de Bt, reiterando a hipdtese
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de que os genes nao ocorrem de maneira randGmica, e os genes cryl, cry2 e vip3a

tendem a ser encontrados juntos.
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11 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Foi possivel observar que os genes cryl, cry2 e vip3a/b ocorrem de maneira
homogénea no territdrio brasileiro;

e Alguns genes sdo encontrados em regides especificas (como por exemplo cry6,
cryll e cyt na regidao Centro-Oeste);

¢ O maior reservatdrio de variabilidade esta dentro das estirpes de Bt em cada
regiao;

e Sugere-se que tanto as condigdes geoclimaticas quanto os cultivos regionais
interferem na diversidade genética que as estirpes de Bt podem apresentar, com os
genes variando em frequéncia e ocorréncia nas diferentes regides brasileiras;

o E possivel que os pares cryl e cry2, cryl0 e cryd, crylla e cryd, crylla e cryl0,
cytl e cry4, cytl e cryl0, cytl e crylla, cyt2 e cry4, cyt2 e cryl0, cyt2 e crylla, cyt2 e
cytl, vipla e cry2, vip2b e vipla, vip3a/b e cryl, vip3a/b e cry2, vip3a/b e vipla ocorram
juntos na Colecdo de Bactérias de Invertebrados;

e Estirpes de Bt podem trocar constantemente informagdes genéticas e se
adaptarem a pressao de selegdo imposta pelos cultivos regionais e suas pragas
predominantes;

e Com esses resultados sugere-se como perspectivas futuras a caracterizagao de
toda a Colegao de Bactérias de Invertebrados a fim de conhecer o conteudo genético da
Colecgao e possivelmente compreender a distribuicdo genética das estirpes de Bt de cada
regido brasileira de maneira mais precisa, além da possibilidade de promover a
formulagao de novos produtos ou eventos transgénicos em casos de resisténcia de
insetos praga. Ainda, os primers e ensaios podem ser utilizados em outras cole¢des para

ajudar a elucidar a diversidade genética de cada regidao das estirpes de Bt.
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13 ANEXOA
Gréfico de amplificagdo, curva de melting e curva padrdo de acordo com 0s ensaios
realizados para os genes cryl, cry2, cry4, cry6, cry10, crylla, cytl, cyt2 e vipla, respectivamente.

Figura 13 Graficos de amplificagcdes dos alvos cryl, cry2, cry4, cry6, cry10, crylla, cytl, cyt2 e
vipla, cry9, vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c respectivamente.
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Figura 114 Curvas de melting pos amplificacdo dos alvos cryl, cry2, cry4, cry6, cry10, crylla,
cytl, cyt2 e vipla, cry9, vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c respectivamente.
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Figura 15 Curva padrao dos alvos cryl1, cry2, cry4, cry6, cry10, crylla, cytl, cyt2 e vipla, cry9,

vip2a, vip2b, vip3a/b e vip3c respectivamente.
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Standard Curve

Standard Curve

14 ANEXO B

Matrizes de p valor e teste

M stancars [l Unknown [ Unknown (Flagged)

qui-quadrado para as estirpes analisadas e formulacdo das

figuras 8 e 9.
Cryl | cry2 | Crya | cry6 | cryo | cry10 crg” Cytl | Cyt2 | ViplA | Vip2A | Vip2B V'p;A'
Gryg | ©:000 [ 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,046 | 0,173 | 0,000 | , .o
y 0 5 0 0 0 0 0 0 0 5 4 5 |7
vy | 0,000 | 0,000 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,353 | 1,000 [ 0,044 | .
¥ 5 0 0 0 5 0 0 0 0 3 0 o |
Grva | 1000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | | .o o
¥ 0 0 0 0 0 0 0 5 5 0 0 o |
Grve | 000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | ,
¥ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o |
G | 0001 (70,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 0,075 [ '\
¥ 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 |7
1,000 | 1,000 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Cry1o | 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 o | 10000
1,000 | 1,000 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Crylla) 0 0 0 0 5 0 5 5 0 0 o | 10000
vz | 1000 [ 1,000 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | | oo
Y 0 0 5 0 0 0 5 0 5 0 0 o |
vy | 1000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | | o
Y 0 0 5 0 0 0 5 5 0 0 0 o |
. 0,046 | 0,353 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,033 | 0,000
ViplA | g 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 | 06312
. 0,173 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,033 | 0,000 | 1,000
Vip2A |, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o | 01324




Cryl | Cry2 | crya | crye | Cry9 | cry10 cr‘gll Cytl | Cyt2 | ViplA | Vip2A | Vip2B V'p;A
Cryt | 2580 | 1444 0391 | 0,195 | 16,33 | 0,226 | 0,391 | 0391 | 0391 | 5,427 | 5,162 | 22,02 | 156,2
000 | 221 | 9 2 14 7 9 9 9 9 9 88 | 182
Cry2 | 1444 | 2580 (0337 | 0,168 | 4876 | 0375 | 0,337 | 0337 | 0337 | 1561 | 0,168 | 5,575 | 2114
221 | 000 | 5 1 54 8 5 5 5 2 1 6 | 692
Crya | 0391 | 0337 [ 2580 | 0,007 | 0,098 | 127,9 | 258,0 | 2580 | 2580 | 0,072 | 0,007 | 0,081 | 0,337
9 5 | o000 | 8 3 | 922 | 000 | 000 | 000 | 9 8 3 5
Crys | 0195 | 0168 [ 0,007 | 258,0 | 0,049 | 0,015 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,036 | 0,003 | 0,040 | 0,168
2 1 8 | 000 | o 8 8 8 8 3 9 5 1
Cry | 1633 | 4876 [ 0,098 | 0,049 | 258,0 | 0,198 | 0,098 | 0,098 | 0,098 | 0,454 | 0,049 | 5,526 | 37,69
14 | s4 3 0o | 000 | 2 3 3 3 9 0 4 65
Cryl | 0,226 | 0,375 | 127,9 | 0,015 | 0,198 | 258,0 | 127,9 | 127,9 | 127,9 | 0,146 | 0,015 | 0,163 | 0,375
0 7 8 | 922 | 8 2 | o000 | 922 | 922 | 922 | 9 8 8 8
Cryl | 0,391 | 0,337 | 258,0 | 0,007 | 0,098 | 127,9 | 258,0 | 258,0 | 258,0 | 0,072 | 0,007 | 0,081 | 0,337
1a | 9 5 | 000 | 8 3 | 922 | 000 | 000 | 000 | 9 8 3 5
oyt | 0391 | 0337 [ 2580 | 0,007 | 0,098 | 127,9 | 258,0 | 2580 | 2580 | 0,072 | 0,007 | 0,081 | 0,337
9 5 | o000 | 8 3 | 922 | 000 | 000 | 000 | 9 8 3 5
Gz | 0391 | 0337 [ 2580 | 0,007 [ 0,098 | 127,9 | 258,0 | 2580 | 2580 [ 0,072 | 0,007 | 0,081 | 0,337
9 5 | o000 | 8 3 | 922 | 000 | 000 | 000 | 9 8 3 5
Vipl | 5,427 | 1,561 | 0,072 | 0,036 | 0,454 | 0,146 | 0,072 | 0,072 | 0,072 | 258,0 | 27,77 | 66,84 | 0,471
A 9 2 9 3 9 9 9 9 9 | ooo | 43 | 80 5
Vip2 | 5,162 | 0,168 | 0,007 | 0,003 | 0,049 | 0,015 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 27,77 | 258,0 | 0,040 | 5,996
A 9 1 8 9 0 8 8 8 8 43 | 000 | 5 2
Vip2 | 22,02 | 5,575 | 0,081 | 0,040 | 5526 | 0,163 | 0,081 | 0,081 | 0,081 | 66,84 | 0,040 | 258,0 | 10,76
B | 88 6 3 5 4 8 3 3 3 80 5 | 000 | 84
Vip3 | 156,2 | 211,4 | 0,337 | 0,168 | 37,69 | 0,375 | 0,337 | 0,337 | 0,337 | 0,471 | 5,996 | 10,76 | 258,0
AB | 182 | 692 | 5 1 65 8 5 5 5 5 2 84 | 000
. 0,000 | 0,044 | 1,000 | 1,000 | 0,075 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000
Vip2B | g 0 0 0 5 0 0 0 0 5 0 o |[000%
Vip3A. | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,631 | 0,132 | 0,005 | | -
B 5 5 0 0 5 0 0 0 0 2 4 5 |

Figura 16 As tabelas acima representam os valores de matrizes obtidos para os testes p valor e
qui-quadrado, respectivamente, para todas as estirpes do grupo Bacillus spp

Cryl | cry2 | Crya | cry6 | cryo | cry10 Crgn Cytl | Cyt2 | ViplA | Vip2A | Vip2B V'p;A'
g | 0000 0,018 0,072 | 0,268 | 0,278 | 0,054 | 0,074 | 0,075 | 0,077 | 0,057 | 1,000 | 1,000 | , oo
y 0 5 5 4 4 5 5 0 0 5 0 o |
Gy | 0018 [ 0,000 [ 0,125 [ 0,374 | 0,190 | 0,135 | 0,129 | 0,119 | 0,125 | 0,000 | 0,378 [ 0,152 | | .
¥ 5 0 9 3 4 4 4 9 4 5 3 9 |7
e | 0072 [ 0,125 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,005 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | ;1o
v 5 9 0 0 0 0 5 0 5 0 0 o |
e | 0268 | 0,374 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | .,
¥ 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o |
o | 0278 | 0,190 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,585 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,197 | 1,000 [ 1,000 | 4o
Y 4 4 0 0 0 7 0 0 0 4 0 o |
0,054 | 0,135 | 0,005 | 1,000 | 0,585 | 0,000 | 0,004 | 0,005 | 0,003 | 0,598 | 1,000 | 0,602
Cry10 | ¢ 4 0 0 7 0 5 0 5 7 0 7 | 01419
0,074 | 0,129 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 0,004 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Crylla) g 4 5 0 0 5 0 0 5 0 0 o | 01404
oz | 0075 [ 0,119 0,002 | 1,000 | 1,000 | 0,005 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | ;oo
Y 0 9 0 0 0 0 0 0 5 0 0 o |
oy | 0077 [ 0,125 0,001 | 1,000 | 1,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | ;=0
Y 0 4 5 0 0 5 5 5 0 0 0 o |
. 0,057 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,197 | 0,598 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,141 | 0,003
ViplA | g 5 0 0 4 7 0 0 0 0 9 o |00130
. 1,000 | 0,379 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,141 | 0,000 | 1,000
Vip2A | 3 0 0 0 0 0 0 0 9 0 o | 10000
. 1,000 | 0,152 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,602 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,003 | 1,000 | 0,000
Vip2B | 9 0 0 0 7 0 0 0 0 0 o | 04903
Vip3A. | 0,003 | 0,000 | 0,124 | 0,347 | 0,496 | 0,141 | 0,140 | 0,125 | 0,123 [ 0,013 | 1,000 | 0,490 | | -
B 0 5 9 8 8 9 4 4 9 0 0 3 |7




73

Cryl | Cry2 | Crya | Cry6 | Cry9 | Cry10 cn;n Cytl | Cyt2 | ViplA | Vip2A | Vip2 V'pB3A
Gyt | 5800 | 6613 | 5,437 [ 2671 | 1,501 | 4,834 | 5,437 | 5,437 | 5,437 | 4171 | 0387 0035 | 1013
00 3 5 1 7 9 5 5 5 8 6 2 10
Cry2 | 613 | 5800 | 3649 | 1,792 | 2,501 | 2,799 | 3,649 | 3,649 | 3,649 | 18,76 | 1,792 | 2,961 | 34,93
3 00 7 8 2 2 7 7 7 97 8 6 18
Crya | 437 | 3649 | 58,00 | 0,036 | 0,540 | 27,96 | 58,00 | 58,00 | 58,00 | 0,380 | 0,036 | 0,431 | 3,649
5 7 00 3 4 43 | 00 | 00 | 00 5 3 5 7
Cry | 2671 | 2792 | 0036 | 58,00 | 0265 [ 0,075 | 0,036 | 0036 | 0,036 | 0186 | 0017 [ 0212 | 1,792
1 8 3 00 4 4 3 3 3 9 9 0 8
Cryo | 2501 | 2501 | 0540 | 0,265 | 58,00 | 1,120 | 0,540 | 0,540 | 0,540 | 2,779 | 0,265 | 0,003 | 0,822
7 2 4 4 00 8 4 4 4 1 4 5 7
Cryto | #2834 | 2799 | 27,96 [ 0,075 1,120 | 58,00 | 27,96 | 27,96 | 27,96 | 0,789 | 0,075 | 0,895 | 2,799
9 2 43 4 8 0 | 43 | 43 | 43 1 4 1 2
Cryll | 5,437 | 3,649 | 58,00 | 0,036 | 0,540 | 27,96 | 58,00 | 58,00 | 58,00 | 0,380 | 0,036 | 0,431 | 3,649
a 5 7 00 3 4 43 | 00 | 00 | 00 5 3 5 7
oyt | 437 | 3649 | 58.00 | 0,036 | 0,540 | 27,9 | 58,00 | 58,00 | 58,00 | 0,380 | 0,036 | 0,431 | 3,649
5 7 00 3 4 43 | 00 | 00 | 00 5 3 5 7
o2 | 437 | 3649 | 58.00 | 0,036 | 0,540 | 27,9 | 58,00 | 58,00 | 58,00 | 0,380 | 0,036 | 0,431 | 3,649
5 7 00 3 4 43 | 00 | 00 | 00 5 3 5 7
Vipta | #171 | 1876 [ 0,380 | 0,186 [ 2,779 | 0,789 | 0,380 | 0,380 | 0,380 | 58,00 | 5,540 [ 10,95 [ 7,970
8 97 5 9 1 1 5 5 5 00 0 99 5
Vipaa | 0387 | 1792 | 0,036 0,017 [ 0,265 | 0,075 | 0,036 [ 0,036 | 0,036 | 5,540 [ 58,00 [ 0,212 [ 0,577
6 8 3 9 4 4 3 3 3 0 00 0 5
Vipas | 0035 | 2961 | 0,431 (0,212 | 0,003 | 0,895 [ 0,431 | 0,431 [ 0,431 | 10,95 | 0,212 | 58,00 | 0,99
2 6 5 0 5 1 5 5 5 99 0 00 3
Vip3A | 10,13 | 34,93 | 3,649 | 1,792 | 0,822 | 2,799 | 3,649 | 3,649 | 3,649 | 7,970 | 0,577 | 0,995 | 58,00
B | 10 | 18 7 8 7 2 7 7 7 5 5 3 00

Figura 17 As tabelas acima representam os valores de matrizes obtidos para os testes p valor e
qui-quadrado, respectivamente, para todas as estirpes de Bacillus thuringiensis.



