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Isolamento de Proteinas
Cyt de Bacillus
thuringiensis subsp.
israelensis por Gradiente
de Sacarose

Introducgao

O milho é cereal mais cultivado no Brasil, com cerca de 51.382,9 milhdes
de toneladas de graos produzidos, em uma area de aproximadamente
12.896,8 milhdes de hectares, tornando o pais o terceiro maior

produtor do grdo no mundo, atras apenas dos Estados Unidos e China,
respectivamente (CONAB, 2010). A maior parte desses graos, cerca de
70%, é destinada a cadeia produtiva de suinos e aves, sendo o restante
destinado ao consumo humano e a producao de energia através do etanol.

Entretanto, um dos fatores que comprometem o rendimento e a qualidade
da produgao € a incidéncia de pragas, gerando prejuizos a lavoura,

com importante impacto econémico. A lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith), € uma das principais pragas da cultura do milho
no Brasil, reduzindo a produgéo de gréos em até 37% (FATORETTO et al.,
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2007). Ela ocorre durante todos os estédios de desenvolvimento da cultura
atacando o cartucho e as folhas, podendo destrui-los completamente
(WERNECK et al., 2000). O controle desta praga é realizado, em sua
maioria, por inseticidas quimicos, cuja utilizacao abusiva desencadeia
varios problemas, que vao desde a falta de especificidade dos produtos

a poluicdo ao meio ambiente, podendo ocasionar também, a selecéo de
populagdes de insetos resistentes.

Hoje sao conhecidos muitos microrganismos com potencial a serem
empregados no controle biolégico de insetos-praga. Dentre eles, o Bacillus
thuringiensis destaca-se por apresentar atividade téxica contra espécies
das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera, dentre
outras, onde se incluem importantes pragas agricolas brasileiras como

S. frugiperda, Diatraea saccharalis (Fabricius) e Anticarsia gemmatalis
Hubner (LERECLUS et al., 1993). As toxinas produzidas pelo B.
thuringiensis sao altamente especificas aos insetos, sendo indcuas aos
humanos, vertebrados e plantas e sao biodegradaveis (BRAVO et al.,
2007). Desta maneira, este microrganismo torna-se uma alternativa viavel
e econOmica para o controle de pragas, evitando a contaminagao do meio
ambiente, além de preservar os inimigos naturais.

A caracteristica patogénica do B. thuringiensis deve-se a produ¢ao de uma
inclusao protéica de formato cristalino. Esse cristal é sintetizado durante

a fase de esporulagao, sendo constituido por polipeptideos denominados
0-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt), que vao sendo acumuladas nas
células bacterianas (HERRNSTADT et al., 1986; IBARRA et al., 2003).
Ambas fazem parte de uma classe de toxinas conhecida como PFT (Do
inglés pore-forming toxins), contudo nao apresentam relagao filogenética e
homologia estrutural, mas possuem propriedades bioquimicas em comum
(BRAVO et al., 2007). Estas proteinas sao produzidas por diferentes
genes que sao especificos a grupos insetos, apresentando um carater
monogénico, facilitando sua manipulagéo em processos biotecnoldgicos.
Estes cristais, depois de ingeridos pelos insetos, sofrem ativagao
proteolitica, se solubilizando em decorréncia da agao de proteases
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presentes no intestino. Estas enzimas atuam em pH alcalino, condicéo
esta encontrada no intestino dos insetos (pH ~10), convertendo as
protoxinas em toxinas ativas. Estas, por sua vez, unem-se as células do
epitélio do intestino formando poros, causando um desequilibrio osmotico
e ibnico, levando a morte do inseto por inani¢ao ou septicemia (BRAVO et
al., 2007).

O crescente uso da proteina cristal e sua nao toxicidade aos mamiferos
tém impulsionado a busca por novas cepas com diferentes espectros

de acado. Além disso, existe uma grande preocupagdao com 0 manejo
preventivo de resisténcia de insetos-alvo as 6-endotoxinas (Cry e Cyt)
presentes nos atuais transgénicos comerciais e biopesticidas (CAROZZI et
al., 1991).

Estudos envolvendo bioensaios séo uteis para a avalicdo da toxicidade das
cepas de Bt a grupos de inseto. Entretanto, existe ainda, a dificuldade de
se obter as proteinas purificadas, havendo grandes esforgos neste sentido
por parte dos grupos de pesquisa da area.

Este trabalho teve por objetivo apresentar uma metodologia para o
isolamento da proteina Cyt a partir de uma cepa de B. thuringiensis subsp.
israelensis (Bti).

Proteinas Cyt

As proteinas Cyt (codificadas pelos genes cyt) sdo citotoxinas isoladas

do B. thuringiensis subsp. Israelensis. Sao sintetizadas durante a fase de
esporulagcéo. Sao encontradas também em menor quantidade em outras
subespécies, tais como kyushuensis, jegathesan, medeliin, morrisoni,
neoleoensis, dentre outras (DELECLUSE et al., 1995; JUAREZ-PEREZ

et al., 2002). Em contraste com as toxinas Cry, as Cyt ndo se ligam a
receptores especificos, interagindo diretamente com a membrana lipidica
dos insetos, formando poros ou destruindo-na através de acdo detergente
(BUTKO, 2003).
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A proteina Cyt1Aa é a mais estudada e compde a maior parte do cristal
do Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (45-50%). Ela apresenta
peso molecular de 28 kD, podendo ser ativada através da utilizagédo de
proteases como a proteinase K, gerando um fragmento téxico de 25 kDa
(CHOW et al., 1989). No intestino do inseto esta ativagdo ¢ mediada pela
presenca da tripsina onde é formada uma toxina ativa com cerca de 249
aminoacidos (KONI; ELLAR, 1994). Estas proteinas nao apresentam
homologia na sequéncia de aminoacidos com as proteinas Cry (BUTKO,
2003). As proteinas Cyt possuem um dominio Unico, cuja estrutura
apresenta uma arquitetura a/f3, onde as a-hélices formam uma camada
exterior e as folhas- permanecem encobertas dentro do interior da
proteina (LI et al., 1996). A proteina Cyt1Aa tem sua atividade citolitica
atribuida a hidrofobicidade e habilidade de se ligar a fosfolipidios. Esta
proteina é inserida na membrana através da criagdo de canais cation-
seletivos com cerca de 1-2 nm de didmetro, levando a lise osmética
(THOMAS; ELLAR, 1983).

Até o presente foram descritas dez toxinas Cyt, pertencentes a trés classes
agrupadas em ranques de acordo com a similaridade na sequéncia de
aminoacidos, Cyt1, Cyt2 e Cyt3 (Cyt1Aa, 1Ab, 1Ba, 1Ca, 2Aa, 2Ba, 2BDb,
2Bc, 2Ca e 3Aa) (CRICKMORE, 2011).

Estudos apontam que as proteinas Cyt agem de forma sinérgica com as
proteinas Cry, atuando como receptores adicionais destas, potencializando
sua agao (OESTERGAARD et al., 2007). O mecanismo proposto é que as
proteinas Cyt se ligam a membrana do inseto deixando expostas regides
que sao reconhecidas pelas proteinas Cry, facilitando a oligomerizagao
destas, e consequentemente a formagao de poros (PEREZ et al., 2005).
No Bti esta ligagao ocorre no loop a-8 do dominio Il da proteina Cry11Aa
que também esta relacionado com a interagdo desta com o receptor da
fosfatase alcalina (FERNANDEZ et al., 2005). Mutagdes nesta regido
afetam esta interagéo especifica, reduzindo o sinergismo entre estas
proteinas (PEREZ et al., 2005).

A sinergia Cyt/Cry é maior que as intera¢des entre proteinas Cry
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(CRICKMORE et al., 1995). Wu et al. (1994) expressando varias
combinagdes de genes Cyt/Cry, observou um incremento de quatro vezes
na atividade toxica das proteinas, em relagdo as proteinas Cry utilizadas
isoladamente. Outros trabalhos demonstram também que as proteinas
Cyt ndo apresentam acao toxica quando utilizadas isoladamente e ndo
sdo determinantes para a toxicidade da cepa. Delécluse et al. (1991)
silenciaram o gene cyt1Aa do Bti na tentativa de eliminar sua atividade
inseticida contra dipteros, fato este que nao ocorreu. A maioria dos
estudos envolvendo genes cyt mostra que estes sao eficientes contra
dipteros (PEREZ et al., 2005), apontando seu importante papel no controle
destes grupos. Entretanto genes cyt foram identificados em cepas de

B. thuringiensis toxicas a lepidépteros e coledpteros (GUERCHICOFF

et al., 1997, 2001). Por exemplo, o gene cyt2Ba foi encontrado no B.
thuringiensis subsp. tenebrionis, sendo este, efetivo contra coledpteros.
Esses resultados mostram a necessidade de mais testes envolvendo
outros grupos, como por exemplo, os lepidépteros.

Material e métodos

Isolado bacteriano

As proteinas Cyt foram isoladas a partir de uma cepa de Bti, proveniente
da Unesp — Jaboticabal/SP. Esta cepa contém as classes de genes cyt1 e
cyt2, confirmados via PCR (Figura 1) e sequenciamento.

Obtencao do DNA bacteriano e PCR para confirmacgao
dos genes cyt

O DNA gendmico da cepa de Bti foi isolado de acordo com Bravo et al.
(1998), com algumas modificagbes. A cepa foi plaqueada em meio LB
(Lurian Bertani) solido por aproximadamente 16 horas a temperatura

de 28°C. Com uma alga de platina foi coletada uma pequena amostra e
transferida para um microtubo contendo 100 pl de agua ultra pura estéril.
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Em seguida, os microtubos foram estocados em freezer -80°C por 15
minutos. Apds este periodo, os tubos foram levados ao banho-maria por
10 minutos na temperatura de 100°C e as amostras foram centrifugadas
a 10000 rpm por 10 segundos e o sobrenadante coletado e utilizado nas
reacoes de PCR.

s o 480pb

355ph

Figura 1. Produtos de PCR obtidos com os iniciadores especificos para
as classes de genes cyt. Canaletas 1 e 3 — Bti, com os genes cyt1 e cyt2,
respectivamente, e canaletas 2 e 4 — Controle negativo (Cepa HD1). M —
Padrao de peso molecular (DNA Ladder 1Kb, Invitrogen®).

Nas reagdes de amplificagdo foram utilizados primers especificos para

as classes de genes cyt1 e cyt2, descritos por IBARRA et al. (2003).

As reagdes de PCR foram preparadas em um volume final de 20 pL,
consistindo de 5 yl de DNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2,5 mM
MgCl,; 1 U Taq DNA polimerase (Waterville, USA), 0,125 mM de dNTPs e
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0,4 uM de cada primer. As amplificagdes foram efetuadas em termociclador
Mastercycler (Eppendorf, Hanburg, Germany) e os ciclos de amplificagao
foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 2 min, 30 ciclos de 95°C por 1 min,
56°C (cyt2) ou 58°C (cyt1) por 1 min e 72°C por 1 min, seguido por uma
elongacéo final de 72°C por 10 minutos, mantendo a reagéo a 4°C.

Os produtos de amplificagao foram separados em gel de agarose 1,5 %
(m/v) em tampao TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,0). Apos a
eletroforese realizada a 100 V durante uma hora, o gel foi incubado em
solugéo de brometo de etidio (1 pg/mL) por 15 minutos, descorado em
agua por 10 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no
equipamento Gel Logic 200 (Kodak, New York, USA).

Extracao de proteinas e gradiente de sacarose

Com uma alga de platina foi coletada uma pequena amostra dos pellets
da cepa de Bti, sendo transferida para 200 mL de meio LB e mantida

em shaker a 150 rpm a 28°C por 72 horas. Em seguida, as culturas

foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido em 15 mL 0.01% Triton. Esta etapa foi
repetida trés vezes. Apos essa lavagem, o pellet foi solubilizado utilizando
10 mL do tampé&o (0.01% Triton, 10 mM NaCl e 50 mM Tris-HCI, pH 8.0).
Apos esta etapa, as inclusdes foram purificadas em gradiente descontinuo
de sacarose (3 mL de cada: 67%, 72% e 79% em 50mM Tris-HCI; 10mM
KCI pH 7.5). As amostras foram centrifugadas a 24000 rpm por 72 horas
em ultracentrifuga Himac CP 808 (Figura 2) (Hitashi Koki®, Japao). Em
seguida, foi coletada a banda entre os gradientes 72% e 79% (Figura 3),

e feita a observacao dos cristais em microscépio. Ao material coletado,
foram adicionados 5 mL do tampao (50mM bicarbonato de sédio e 10 mM
B-mercapetanol, pH 10.5) e mantido em shaker a 37°C por trés horas.
Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 3 mL de 0.1 M Tris pH
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8.0. Ao final da extragéo, a proteina foi ativada utilizando tripsina (0,5ug
pI") e mantida em shaker a 150 rpm a 37°C por duas horas e inativada
utilizando 0,15 mM PMSF (Fenil metil sulfonil fluorido).

Foto: Maria Lucilia Machado da Costa

Figura 2. Centrifuga modelo Himac CP 80 (Hitashi Koki®, Japao)
utilizada no gradiente de sacarose.

Foto: Maria Lucilia Machado da Costa

Figura 3. Gradiente descontinuo de sacarose (67%, 72% e 79%) de
amostras de Bacillus thuringiensis sv israelensis. Seta indica a fase
coletada contendo proteinas Cyt.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita segundo descrito por
Valicente et al. (2010). Aliquotas das proteinas foram misturadas a igual
volume de tampéao (0,0625 M Tris, 2,3% SDS (m/v), 10% (v/v) glicerol, 5%
(v/v) B-mercaptoetanol e 0,1% (m/v) azul de bromofenol, pH 6,8). Essa
mistura foi mantida em agua fervente por cinco minutos e transferida para
o gelo até o momento da aplicagao no gel. Os géis e sobre géis contiveram
12,5% e 6% de acrilamida:bis 37:1, respectivamente. Ao final os mesmos
foram corados com 1% (m/v) de azul de comassie diluido em 10% (v/v)
acido aceético e 50% (v/v) etanol. Como padrao de peso molecular das
proteinas foi utilizado o BenchMark Protein Ladder (Invitrogen®).

Analise da purificagao da proteina Cyt

O protocolo de extragao utilizado no presente estudo possibilitou o
isolamento das proteinas Cyt. A figura 4 mostra o perfil protéico da cepa de
Bti sem a metodologia de extracdo e apds o uso do gradiente de sacarose.
Na coluna referente a proteina purificada observa-se uma banda com peso
molecular proximo ao das proteinas Cyt (~27 kDa). A analise realizada com
microscoépio optico de contraste de fase revelou a presencga de cristais.

S0 kD

Figura 4. SDS-PAGE da cepa de
Bacillus thuringiensis sv israelensis.
Canaleta 1 — Cepa sem o protocolo de
extracao, 2 — Cepa ap0s a extracao

e gradiente de sacarose. M — Padrao
de peso molecular BenchMark Protein
Ladder (Invitrogen®).

20 kD
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A obtencgao de proteinas purificadas possibilita estudos com bioensaio
envolvendo diferentes grupos de insetos, como a S. frugiperda. Varios
trabalhos vém sendo realizados objetivando o isolamento de diferentes
proteinas de Bt com diferentes metodologias, especificas para cada uma
delas. Desta maneira, o presente estudo se torna uma ferramenta util para
futuros trabalhos utilizando a proteina Cyt.
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