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RESUMO

Foi efetuado um estudo taxémico de 15 isolados entomopatogénicos de amostras de solos e
insetos do Brasil com caracteristicas de bactérias aerébias, formadoras de endosporos e presenca
de cristal. Treze isolados acarretaram 100 % de mortalidade a larvas de Aedes fluviatilis em
leituras observadas a 24 h. Os resultados dos testes de caracterizagao morfolégica, bioquimica e
fisiolégica indicaram que 14 isolados pertencem a espécie Bacillus thuringiensis (B.t.) enquanto
que o 15° foi determinado como Bacillus sphaericus (B.s.). Através dos perfis eletroforéticos de
proteinas totais 11 B.t. isolados foram identificados como subespécie israelensis (sorotipo H-14,
incluindo duas linhagens ndo sorotipadas), 1 como kurstaki (sorotipo H3a, 3b) e 1 como
morrisoni (sorotipo H8a, 8b). As linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis (B.t.i.)
formaram um grupo homogéneo distinto das linhagens de referéncias téxicas a lepidopteros e
cole6pteros. O isolado identificado como B. sphaericus demonstrou alta similaridade com a
linhagem 2362 através de testes de atividade larvicida, fagotipagem (fagotipo 3) e sorologia (HS).
Os 11 isolados identificados como B.t.i. pela sorologia e/ou perfis eletroforéticos de proteinas
totais ndo apresentaram polimorfismo quanto aos fragmentos de restrigio, quando foram
utilizadas sondas do gene 16S rRNA e do cristal de B.t.i.. A sonda do gene toxigénico de B.t.i.
demonstrou ser bastante especifica para a subespécie israelensis, nao apresentando hibridizagoes
com outras subespécies. O gene do cristal de B.t.i. de referéncia IPS82 e isolados identificados
como B.t.i. foram amplificados através da reagio em cadeia da polimerase (PCR), digeridos com
Sau3Al e separados por eletroforese. Os perfis de restricdo destes fragmentos foram idénticos.
Esses resultados indicam que os B.t.i. isolados no Brasil formam um grupo homogéneo e de
organizagio genética bastante conservada. Outras 28 linhagens de referéncia representando 12
subespécies de B.t. com 9 sorotipos diferentes, 4 B. cereus e 4 B. anthracis foram incluidas na
andlise do perfil de hibridizagio com o gene 16S rRNA. Os dados obtidos mostraram
correspondéncia com os testes de sorologia (DE BARJAC & FRACHON, 1990) e a taxonomia
numérica (PRIEST et al., 1988).



SUMMARY

Fifteen bacterial isolates from Brazilian soil and insects with aerobic, endospores and crystal
characteristics were taxonomically analysed. Thirteen strains were shown to be pathogenic to
Aedes fluviatilis larvae causing 100 % mortality in 24 hours and two strains were non-pathogenic.
The results of morphological, biochemical and physiological tests indicated that 14 strains belong
B. thuringiensis (B.t.) while the remaining strain was identified as B. sphaericus. Electrophoresis
of whole cell protein patterns helped in the identification of eleven isolates as israelensis (serotype
H-14, including two non-serotypable strains), 1 as kurstaki (serotype H3a, 3b) and 1 as morrisoni
(serotype H8a, 8b). Moreover, it was shown that all B. thuringiensis subsp. israelensis (B.t.i.)
strains formed a homogenous group distinct from reference strains toxic for Lepidoptera or
Coleoptera. The isolate identified as B. sphaericus presented high similarity with strain 2362 by
larvicidal tests, phagotyping (group 3) and serotyping (HS). The isolates identified as subspecies
israelensis by serology and/or electrophoresis of whole cell proteins patterns showed the same
patterns using restriction fragments length polymorphisms (RFLPs) analysis with the 16S rRNA
and the crystal gene of B.t.i. as probes. The crystal gene of B.t.i. used as the probe was specific
only to the subspecies israelensis. The crystal gene of B.t.i. reference (IPS82) and isolated strains
of B.ti. were amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR), digested with Sau3Al and
electrophoresed in agarose gel. The restriction fragment patterns obtained were identical. It
confirmed as stated above that the B.t.i. isolates used in this study are a highly homogenous group
with a conservative genetic organization. Furthermore, 28 B.t. reference strains representing 12
subspecies (with 9 different serotypes), 4 B. cereus and 4. B. anthracis were compared with
regard to their ribosomal RNA gene restriction patterns. The results obtained match the
serological tests (DE BARJAC & FRACHON, 1990) and numerical taxonomy studies (PRIEST et
al., 1988). The results in this study suggest that the techniques could be an alternative to
serological tests.
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INTRODUCAO

O grande avango nas pesquisas de combate aos insetos por agentes de controle biolégico € devido
principalmente a dois fatos: o aumento da resisténcia da populagdo de certos insetos alvo aos
agentes de controle quimico e a preocupagdo em preservar o meio ambiente.

Dentre os microrganismos entomopatogénicos, o Bacillus thuringiensis (B.t.) €
atualmente o agente de maior sucesso para o controle biolégico de certos lepidépteros (mais de
182 tipos), coledpteros e dipteros (THOMAS & ELLAR, 1983). Bacillus sphaericus, de
introdugio mais recente, tem também demonstrado ser bastante promissor ao combate de
dipteros (PRIEST, 1992).

A formulagio de bioinseticida a base de B.t. vem sendo utilizada hd mais de trés décadas
no combate de pestes agricolas e, mais recentemente, no controle de insetos vetores de doengas

humanas e animais.

Nos tltimos anos, o sucesso das pesqilisas de clonagem de genes de proteina do cristal e a
expressdo destes em microrganismos enddfitos associados a plantas de interesse (OBUKOWICZ
et al., 1986) e plantas transgénicas (BARTON et al., 1987, FISCHHOFF et al., 1987; VAECK et
al., 1987) estimulou o uso de B.t. como alternativa contra insetos danificadores da agricultura.

Até pouco tempo atrds, ndo havia evidéncias observadas da resisténcia do inseto alvo ao
bioinseticida. Porém, trabalhos recentes d¢ MC GAUGLEY & BEEMAN (1988), STONE et al
(1989) e TABASHNIK et al. (1990) indicam a resisténcia de lepidopteros e dipteros ao produto
de B.t.. Tem se notado também, a resisténcia de Culex quinquefasciatus ao Bacillus sphaericus
2362 (SCHROEDER et al., 1989). Embora, a resisténcia a produtos comerciais de B.t. ndo seja
freqiiente (PRIEST, 1992) ¢é importante obter outras variedades com diferentes espectro
inseticida para posterior substituigio do produto. A vastiddo da biodiversidade da fauna e flora
do Brasil, concomitantemente com a presenga de diversos insetos transmissores de doenca
tropicais incentiva a busca de linhagens de microrganismos entomopatogénicos para a
erradicagio das larvas de inseto praga ou vetor.

Antes de iniciar a produgio industrial de bioinseticidas ou programas de melhoramento de
produtividade através da clonagem de genes toxigénicos € importante conhecer as caracteristicas
das linhagens utilizadas assim como a especificidade dos hospedeiros. A maioria destas
informagdes podem ser obtidas através de estudos taxondmicos. No entanto, o faxon de B.t. ndo



tem sido claramente definido com os recursos precirios da taxonomia cldssica e nem com os
diversos métodos quimiotaxondmicos sofisticados. A espécie Bacillus thuringienis pode ser
confundido com Bacillus anthracis e Bacillus cereus, onde a taxonomia polifasica revela ser a
mesma espécie (SNEATH, 1986; PRIEST, 1992).

Pela classificagdo monotética ou artificial feita através da atribuicdo de maior peso a
determinadas caracteristicas, propde que estas sejam espécies diferentes (CLAUS &
BERKELEY, 1986). Neste caso, a principal caracteristica diferencial € a patogenicidade a
mamiferos ou insetos.

Outro critério de diferenciago é a presencga de inclusdes protéicas cristalinas em B.t., que
podem ser facilmente observadas por microscopia com contraste de fase. Este cristal € o principal

responsivel pela patogenicidade em diversas larvas de lepidSpteros, dipteros e coledpteros.

Embora, a formagio do cristal de B.t. seja usualmente uma caracteristica estavel, pode
haver formas acristalineas de linhagens paternais. A bactéria sem cristal ndo apresenta toxicidade
e torna-se indistinguivel do B. cereus, exceto pelo sorotipo do antigeno H.

Antigenos H ou flagelar indicam 34 sorotipos que podem ser divididos em subfatores.
Entretanto, nem todas as subespécies revelam correspondéncia entre a sorologia e a atividade
patogénica (DE BARJAC & FRACHON, 1990). Com a descoberta de novas linhagens o
aumento do nimero de subespécies de B.t. tem tornado este tipo de classificagdo inconveniente
na pratica.

Como a maioria dos genes dos cristais protéicos € codificada nos plasmidios, estes podem
ser transferidos a outras linhagens, gerando um novo tipo de toxina pela presenga de dois ou mais
genes diferentes da toxina. Além disto, alguns destes podem estar associados com transposons
(ARONSON et al., 1986), o que pode invalidar a correlagio entre o sorotipo € o tipo da toxina
previamente existente em dada linhagem. Assim, hd sugestdes em classificar o B.t. com base na
estrutura dos genes (HOFTE & WHITELEY, 1989) e no perfil da patogenicidade (KNOWLES
& ELLAR, 1988).

O emprego de técnicas de biologia molecular em taxonomia tem propiciado maior
rapidez no teste e confiabilidade nos resultados de caracterizagdo permitindo uma classificagio
mais estivel. A partir de 1985, sondas de DNA referentes ao 16S rRNA de Escherichia coli
foram introduzidas no mercado para diagnéstico clinico in vitro de organismos dificeis de serem
identificados por outros métodos de taxonomia (RATNER, 1988). Sondas especificas de DNA
podem ser obtidas a partir de regides varidveis de 16S rRNA, designadas V2 e V6, que
apresentam maior variagio na disposigio dos oligonucleotideos entre as espécies comparadas a
outras regides do IRNA (BARRY et al., 1990).



Diante das dificuldades em classificar B.t. através de técnicas convencionais, optou-se
neste trabalho pelo emprego de taxonomia molecular para a avaliagdo dos isolados,
principalmente, da subespécie israelensis (B.t.i.).

Primeiramente, foi feito o isolamento de bactérias aerébias, formadoras de endosporos e
de cristal e/fou patogénica ao Aedes fluviatilis. Através de testes morfoldgicos, bioquimicos e
fisiolégicos os isolados foram identificados a nivel de espécie. A identificagdo a nivel de
subespécie foi efetuada através de perfis eletroforéticos de proteinas celulares totais e de perfis
hibridizagio com o gene do RNA ribossdmico. Foram também considerados resultados de

sorologia do antigeno flagelar (H).

Com a finalidade de averiguar a distribuigdo das subespécies de B. thuringienses, B.
cereus e B. anthracis foram obtidos 104 perfis de hibridizacio com gene 16S rRNA. As
linhagens utilizadas foram: 4 B. anthracis, 4 B. cereus, 29 B. thuringiensis de referéncia e 15
isolados de solos ou insetos do Brasil. Experimentos de hibridizagio com a sonda marcada do
gene toxigénico de B.t.i. foram efetuados com a finalidade de averiguar a similaridade deste gene

nos isolados e nas demais subespécies.

As sondas moleculares foram obtidas através da técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Como primers foram utilizados oligonucleotideos do gene 16S rRNA e do
gene do cristal 130 kD. Apesar desta técnica ser bastante recente (6 anos), ela tem sido bastante
difundida no campo de Biologia Molecular. Neste trabalho, o seu uso substitue o método de
clonagem de gene, o que permite a sua obtengado em curto espago de tempo (4 a S horas) e ndo
exige grande pureza do DNA a ser amplificado. |

O gene toxigénico amplificado de B.t.i. de referéncia (IPS82) e de 11 isolados,
identificados como B.t.i. por sorologia ou perfis eletroforéticos de proteinas totais, foram
digeridos com enzima de restrigio Sau3Al e separados por eletroforese em Nusieve Agarose 2
%. Os pertfis dos fragmentos obtidos foram comparados com o intuito de averiguar a variedade
entre os B.t.i. de referéncia e os isolados ambientais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Principais insetos transmissores de doengas e sua resisténcia aos inseticidas quimicos

Além dos incdmodos ocasionados pelos insetos pela sua simples ocorréncia e irritagGes
decorrentes de picadas, estes podem atuar como vetores de doengas como maldria, febre amarela,
encefalites, dengue, doenga do sono, doenga de Chagas, oncocercose, etc causando problemas de
satide piblica. Também, podem causar danos indiretos ao homem, nas dreas agricola e
veteriniria (ANDRADE, 1989).

Por outro lado, os insetos apresentam importante desempenho na natureza permitindo o
reflorestamento do planeta através do processo de polinizagio. Considerando-se esses aspectos,
seria ideal erradicar apenas os insetos transmissores de doenga ou nocivos a agricultura. O
combate dos insetos tem sido feito com a aplicagio de agentes de controle quimico, como
organofosforados (OPs), carbamatos (Cs), 2, 2 bis-(p-clorofenil) - 1, 1, 1 - tricloroetano ou mais
popularmente conhecido como p - p' dicloro difenil tricloroetano (DDT) e seus anilogos,
ciclodienos, etc (ROSS et al., 1982). Normalmente, estes produtos quimicos apresentam largo
espectro de agdo, acarretando toxicidade também ao homem e ao meio ambiente. Diversos
insetos podem desenvolver resisténcias, muitas vezes cruzadas a esses produtos quimicos, de
estabilidade estrutural relativamente alta, persistindo por longos tempos nas superficies
depositadas. Com isto, gera-se aciimulo destes produtos, o que pode comprometer 0 equilibrio do
balango biol6gico na natureza.

J4 as propriedades inseticidas de Bacillus thuringiensis e B. sphaericus oferecem
perspectivas atraentes como medida de controle biolgico por serem especificos a apenas alguns
tipos de insetos (VANDEKAR & DULMAGE, 1982) e terem custo operacional baixo
(CRUEGER & CRUEGER, 1984).

A relagdo entre algumas doengas, parasitas e vetores, bem como, a resisténcia dos vetores
a produtos quimicos estd indicada na Tabela 1.



Tabela 1. Alguns importantes vetores de doengas humana e sua resisténcia a inseticidas quimicos
(VANDEKAR & DULMAGE, 1982).

doenca parasita vetor resisténcia
mald4ria Plasmodium Anopheles DDT, OPs, Cs
febre amarela e dengue | virus Aedes DDT, OPs, Cs
encefalite virus Aedes e Culex DDT, OPs, Cs
filariase Wuchereria bancrofti | Aedes, Culex, Mansonia DDT, OPs, Cs
ONCOCEICose nematdide Simulium OPs

DDT- p-p' dicloro difenil tricloetano, OP - organofosfato e Cs - carbamato
Parte destas doencas sdo constantes preocupagdo nos paises tropicais em

desenvolvimento. Os registros no Brasil de casos de maldria vem crescendo continuamente
(Tabela 2).

Tabela 2. Ndimero de casos de maldria oficialmente registrados no Brasil

ano nimero de casos
1974 64.320
1977 104.436
1978 121.577
1984 378.257
1990* 577.520

* dados obtidos no primeiro semestre de 1990 (SUCEM, 1990b).

Além das regides consideradas endémicas como a Amazdnia Legal formada pelos estados
do Pari, Amazonas, Amapd, Roraima, Rond6nia, Mato Grosso, Goiis, Tocantins e Maranhao,
tem ocorrido focos extra-endémicos em outras regides do pais. Em 1989, foram constatados
4.111 casos de maldria no Parand, 2.215 em Sao Paulo, 760 em Espirito Santo, 676 no Rio
Grande do Sul e outros estados (SUCEM, 1990a). No entanto, a regido da Amazdnia Legal €
responsével por cerca de 99 % dos casos de maldria do pais.



Dentre as espécies parasitirias freqiientemente associadas a surtos de malaria destacam-
se: Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae (SUCEM, 1990b). E de conhecimento no
Brasil, de mais de 50 espécies de mosquitos anofelinos vetores de maldria, destacando-se
Anopheles darlingi, An. aquasalis, An. albitarsis, An. nuneztovari, An. oswaldoi, An.
triannulatus, An. strodei, An. evansae e todos do subgénero Nyssorhynchus (DEANE, 1984).

A febre amarela, doenga virética veiculada pelo Aedes aegypti foi constatada em 13
casos em 1974, 45 em 1984, 21 em 1988 ¢ 9 em 1989 (SUCEM, 1990a). O declinio de casos de
febre amarela tem sido alcangado gragas a medidas adotadas pelo governo no controle do vetor
urbano (Ae. aegypti) e a vacinagdo na populagio.

O Brasil é considerado como o pais detentor de maior 4rea enzodtica para febre amarela
no mundo. Assim, hd frequentes riscos de reurbanizagdo dessa doenga. Até margo de 1990, 122
municipios brasileiros se apresentaram positivos para Ae. aegypti ¢ 93 municipios positivos para
Ae. albopictus (SUCEM, 1990a).

A transmissdo do dengue tem como vetores o Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. scutellares
polynesiensis e Ae. shebridens. Esta doenga pode ser ocasionada por 4 tipos antigénicos do virus
Flavivirus (WESTAWAY et al., 1985) sendo que a forma de febre hemorragica tem causado
maior indice de mortalidade de criangas em muitos paises do sudeste da Asia (GUZMAN, citado
por ANDRADE, 1989). Normalmente, esta doenga néo € fatal, porém pode reduzir drasticamente
a forga trabalhadora. Em 1977, as vitimas da doenga dengue de Porto Rico acarretaram em torno
de 6 a 15,6 milhdes de délares de prejuizo (VON ALLMEN et al., 1979).

Em 1986 e 1987, cerca de 200 mil pessoas contrairam deng{le em Niterdi (Folha de Sao
Paulo, 08.12.1990). Os casos notificados de acordo com a sintomatologia da dengue cldssico de
janeiro a julho de 1990 foi de 1.028, em Mato Grosso do Sul, 5.661 no Ceard, 11 em Sdo Paulo e
17 em Alagoas. De janeiro a julho de 1990, foram notificados 3.659 casos de dengue no estado
do Rio de Janeiro, sendo que 613 foram confirmados por sorologia. Destes, 45 foram causados
pelo virus II (dengue hemorrdgico) que se manifesta nas pessoas previamente sensibilizadas pelo
virus I (SUCEM, 1990a). '



2. Microrganismos entomopatogénicos

Embora se saiba da existéncia de diversos microrganismos entomopatogénicos, poucos deles

apresentam viabilidade para o uso como agente de controle biolégico dos insetos.

Dos entomopatogénicos conhecidos, os virus sao os que apresentam maior variedade com
mais de 650 tipos. Cinco dos protozodrios testados, Nosema locustae, N. algerae, N. pyrausta,
Vairimorpha necatrix e Mattesia trogodermae apresentam propriedades de inseticidas
(CRUEGER & CRUEGER, 1984). Fungos e bactérias sio comercialmente mais promissores
como agente de controle biolégico de insetos pela sua habilidade de produzir inseticidas por via
fermentativa e pelo modo de atuagdo nos insetos alvos. Enquanto que os virus agem somente em
estado reprodutivo, os fungos atuam por infecgdo e as bactérias por toxinas (VANDEKAR &
DULMAGE, 1982). Os fungos Aschersonia aleyrodis, Metarrhizium anisophae, Hirsutella
thompsonii e Beauveria bassiana apresentam amplo espectro de agio de patogenicidade aos
insetos, porém tem demonstrado baixa atividade em relagdo a outros agentes mais especificos
(CRUEGER & CRUEGER, 1984).

Das bactérias patogénicas aos insetos as principais sdo Bacillus thuringiensis, B.
sphaericus, B. larvae, B. lentimorbus e B. popilliae (SNEATH, 1986; PRIEST, 1989b). Destas
bactérias, B. sphaericus e B. thuringiensis tem demonstrado serem promissores para produgio
industrial de bioinseticidas. B. thuringiensis subsp. israelensis é mais eficiente contra as espécies
de Aedes, enquanto o B. sphaericus parece ser mais ativo contra as espécies de Anopheles
(SINGER, 1980; PRIEST, 1989b). B. sphaericus apresenta também alta atividade ao Culex
quinquefasciatus, moderada atividade ao A. maculatus e Mansonia uniformis e inativos ao A.
aegypti e Armigeres durhami (LEE, 1988).

As linhagens de B. thuringiensis podem acarretar toxicidade a ampla variedade de larvas
de lepidépteros, coledpteros e alguns dipteros. O B. thuringiensis subsp. israelensis (sorotipo 14)
tem se destacado por apresentar bom desempenho como pesticida a dipteros, enquanto as
subespécies como kurstaki, finitimus, kysheunsis, thompsoni ¢ indiana apresentam atividade
larvicida em lepidSpteros. J4 as subespécies tenebrionis e san diego tem revelado atividade
larvicida em coledpteros.

B. popilliae ¢ B. lentimorbus sio conhecidos como causadores de doengas nas larvas de
escaravelhos japoneses (Coleoptera) e chafer européia. Estes insetos acarretam grandes prejuizos
a cada ano para uma variedade de plantas. Ambas bactérias causam doenga de aspecto leitoso nos
hospedeiros. A larva infectada torna-se branca e leitosa devido a produgao de esporos na
hemolinfa da larva (TASHIRO & WHITE, 1954).



B. larvae é patégeno as abelhas produtoras de mel. Tanto B. larvae como B. poppiliae
apresentam dificuldade em produzir esporos em condigdes de laboratdrio, (STAHLY & KLEIN,
1992) ndo apresentando portanto potencial comercial (ARONSON et al., 1986).

3. Bacillus thuringiensis: introdugao

De acordo com NORRIS (1970) B.t. foi primeiramente isolado de bicho da seda doente por
Ishiwata em 1902. Em 1915, uma bactéria similar foi isolada de larvas de mariposa doentes
(Anagasta kithniella) por Berliner que a designou Bacillus thuringiensis (B.t.).

Logo apds o inicio da II Guerra Mundial foi comercializado o primeiro inseticida a base
de B.t. (Sporeine) (NORRIS, 1970). A aplicagio deste bioinseticida visava o combate de
pequeno nimero de espécies de lepidopteros encontrados em vdrias plantagoes e drvores de
florestas (ROWE & MARGARITIS, 1987; JUTSUM, 1988).

Posteriormente, foram descritas linhagens de B.t. com toxicidade mais abrangente, como
por exemplo, a dipteros (GOLDBERG & MARGALIT, 1977; MARGALIT & DEAN, 1985) e
coledpteros (KRIEG et al., 1983; HERRNSTADT et al., 1987; RUPAR et al., 1991), assim
como linhagens contendo cristal protéico diferente dos existentes e com toxicidade desconhecida
(OHBA & AIZAWA, 1986; OHBA et al., 1987, RODRIGUEZ-PADILLA et al., 1990) e
sorotipos diferentes (OHBA & AIZAWA, 1990).

Os isolados com toxicidade inseticida desconhecida foram classificados como subespécie
ostriniae, indiana, colmeri, tohokuensis, kumamotoensis, tochigiensis e neoleonensis
(RODRIGUEZ-PADILLA et al., 1990).

4. Taxonomia de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (B.t.) sio bastonetes, Gram positivos, anaerébio-facultativos, com
capacidade de produgio de endosporos com forma elipséide e catabolizar poucos agucares
(SNEATH, 1986 ¢ PRIEST et al., 1988). A principal caracteristica do B.t. € a presenga de
inclusdes cristalinas responsiveis pela toxicidade a certas larvas de lepiddpteros, dipteros e
coledpteros.



Segundo GORDON et al. (1973) a identificagdo de Bacillus thuringiensis pode ser feita
através da anilise morfolégica das células e uma bateria de testes bioquimicos e fisiologicos. No
entanto, apesar do nimero expressivo de testes, nem sempre se chega a resultados conclusivos,
além de consumir muito tempo e material. A leitura destes testes revelam haver grande
similaridade do B. thuringiensis com o B. cereus e o B. anthracis, que nao apresentam inclusoes
cristalinas protéicas na célula. A realizagdo de 50 testes de caracterizagao de uma linhagem de
Bacillus pode representar apenas 1 a 3 % do potencial genético (CLAUS & FRITZE, 1989), o
qual é fonte de toda informagio taxondmica. O seqiienciamento do genoma inteiro da bactéria é
pritica invidvel apesar das técnicas disponiveis atualmente. O que se tem feito € a comparagiao
dos genomas bacterianos entre si, onde o DNA de uma bactéria desconhecida € disposta de
maneira que o DNA da bactéria de referéncia possa ser pareado ¢ a homologia entre os DNAs
calculada. Porém, os resultados obtidos por esta técnica também ndo tem permitido diferenciar o
B. thuringiensis, B. cereus e B. anthracis (SOMERVILLE & JONES, 1972; KANEKO et al.,
1978; SEKI et al., 1978; SNEATH, 1986). As propriedades patogénicas caracteristicas a cada
espécie demonstram evidéncias suficientes para as manterem classificadas como espécies
distintas e diferenciadas (CLAUS & BERKELEY, 1986). Enquanto B.t. ndo apresenta
patogenicidade a mamiferos, o B. anthracis ¢ patogénico a mamiferos e o B. cereus tem sido

isolado de amostras envolvidas em surtos de intoxicagdo alimentar (SNEATH, 1986).

Outras técnicas como eletroforese de enzimas (ZAHNER et al, 1989), taxonomia
numérica (PRIEST et al. 1988) e quimiotaxonomia (KANEDA, 1977, SNEATH, 1986) nao sao
suficientes para uma boa distingdo destas linhagens. Técnicas quimiotaxondmicas nao ajudam na
diferenciagio destas bactérias pelo fato delas apresentarem composigdo de dcidos graxos totais,
composigio da parede celular e quinonas isoprendides similares entre si (SNEATH, 1986). Ja os
dados obtidos através da pirdlise seguida de cromatografia gasosa tem demonstrado resultados
que permitem a diferenciagio das espécies. B. cereus demonstrou ser mais semelhante ao B.
mycoides do que ao B. thuringiensis (O' DONNELL et al., 1980).

O Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology (1986) classifica o B.t. em diferentes
subéspecies de acordo com os testes de sorologia do antigeno flagelar H. Esta técnica tem
revelado distingio das variedades tanto do B. thuringiensis (DE BARJAC & FRACHON, 1990)
como do B. sphaericus (DE BARJAC et al., 1985). Porém, muitas vezes torna-se dificil a
obtengdo dos antisoros para a andlise de taxonomia, além da pouca informagdo sobre a
patogenicidade diante do espectro diversificado de larvas de insetos (lepiddpteros, dipteros e
colebpteros). Nio hd também correspondéncia entre a sorologia e a atividade patogénica.
DULMAGE, citado por MEADOWS et al. (1992) classificaram aproximadamente 320 linhagens
de B.t. de acordo com a atividade inseticida. Embora os resultados tenham revelado certa



correlagio com os testes de sorologia, algumas subespécies de mesmo sorotipo apresentaram 0-
endotoxina diferentes. As subespécies fenebrioni e san diego diferem da morrisoni quanto a
patogenicidade a larvas de coledpteros, mas possuem O mesmo sorotipo H8a, 8b. A subespécie
morrisoni apresenta toxicidade também a larvas de dipteros (DE BARJAC & FRACHON, 1990).

Novas linhagens de B.t. tem sido descobertas, ampliando o nimero das subéspecies,
tornando este tipo de classificagio inconveniente na pratica. Atualmente, existem 34 subespécies
de B.t. classificadas com antigeno flagelar (DE BARJAC & FRACHON, 1990).

Outro critério proposto para classificagio de B.t. € através dos perfis de plasmidios. As
linhagens de B.t. podem apresentar virios tipos de plasmidios (CARLTON & GONZALEZ,
1985). Porém, este tipo de andlise apresenta a mesma deficiéncia que a sorologia do antigeno
flagelar H com respeito a atividade inseticida.

A partir de andlises de 10 diferentes tipos de cristais de B.t. através de difusio dupla de
imunoprecipitagio, ELISA e Western Blotting, SMITH (1987) sugere que a classificagdo de B.t.
seja feita em apenas 2 grupos de acordo com a atividade larvicida a lepidépteros e a dipteros. De
acordo com o mesmo autor a anilise sorolégica dos cristais ndo é capaz de determinar a

toxicidade a nivel de género dos insetos sendo possivel apenas a nivel de ordem.

Como a maioria dos genes dos cristais protéicos € codificada nos plasmidios, estes podem
ser transferidos a outras linhagens, gerando um novo tipo de toxina pela presenga de dois ou mais
genes diferentes da toxina. O plasmidio que codifica o cristal pode ser transmitido do B.
thuringiensis a outras subespécies do préprio B.t. como a outra espécie como B. cereus por
conjugagao (GONZALEZ JR. et al., 1982). Além disto, estes estio freqiientemente associados
com elementos transponiveis (ARONSON et al., 1986), o que pode causar a falta de correlagao
entre o sorotipo € o tipo da toxina previamente existente em uma dada linhagem. Portanto, a
tendéncia atual é classificar os B.t. com base na estrutura dos genes (HOFTE & WHITELEY,
1989) e no perfil da patogenicidade (KNOWLES & ELLAR, 1988).

O emprego de técnicas moleculares em taxonomia estd conduzindo a uma maior rapidez e
confiabilidade nos resultados permitindo uma classificagio mais segura. As linhagens de B.
anthracis e B. cereus apresentaram mesma seqiéncia de 16S rRNA. Houve pequenas diferengas
na seqiéncia entre B. cereus e B. thuringiensis que podem ser atribuidas como variagao
intraespécies (ASH et al., 1991).
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BOURQUE et al. (1993) propoem o método baseado em reagao em cadeia da polimerase
(PCR) para ripida identificagdo de linhagens de B. thuringiensis subsp. kurstaki e a diferenciacio
de linhagens desta subespécie. Os primers utilizados foram oligonucleotideos de genes de
crylA(a), cryIA(b) e crylA(c). A reagio em cadeia da polimerase de DNA alvo foi feito
simultaneamente com os 3 conjuntos de primers. Através desta técnica os genes crylA(a) e
crylA(c) das subespécies galleriae e alesti puderam ser amplificados enquanto que entomocidus e
kenyae foram amplicados apenas o crylA(a) e crylA(b) respectivamente. Como era de se esperar,
as linhagens de B. anthracis, B. cereus, B.t.i. € B.t.t. ndo apresentaram nenhuma amplificagao de
PCR.

Recentemente, BROUSSEAU et al. (1993) diferenciaram as 33 subespécies de B.t. e 2 de
B. cereus através de reagio em cadeia da polimerase. A partir de 120 primers, foram escolhidos 3
primers com 9 bases para identificagdo de linhagens de B.t. comercial e a diferenciagao de

linhagens de B. cereus. As duas linhagens de B. cereus foram também distintas entre si.

5. Toxina dos Bacillus entomopatogénicos

A atividade téxica do Bacillus thuringiensis se deve principalmente ao cristal protéico,
denominado de d-endotoxina de 27 a 140 kD, produzido a partir da segunda fase da esporulagao
(BULLA JR. et al., 1980; HOFTE & WHITEKEY, 1989). Em adigio ao d-endotoxina, B. t.
pode produzir virias outras substincias téxicas como B-exotoxina (LECADET & DE BARJAC,
citado por HOFTE & WHITELEY, 1989), fosfolipase e protease chamada inibidor imuno A
(InA), téxica a larvas de lepidépteros e dipteros (LOVGREN et al., 1990).

Em geral, o cristal de cada linhagem de B.t. consiste de vdrias proteinas que
proporcionam diferentes espectro inseticida (HOFTE & WHITELEY, 1989).

A maioria dos cristais protéicos ¢ denominada de protoxina por apresentar toxicidade a
larvas de insetos apenas quando convertida em polipeptideos pequenos através da protedlise no
intestino do inseto. A sintese da protoxina corresponde 33 a 43% do total da sintese de proteina e
compreende aproximadamente 20-30% do peso das células esporuladas (CALABRESE et al,,
1980).

Baseando na atividade bioldgica de linhagens de B.t. ELLAR et al. (1986) dividiu em 5
patotipos: (1) téxicas a lepid6pteros, (2) toxicas a dipteros, (3) téxicas a colepteros, (4) toxicas a
dipteros e lepidépteros e (5) nao toxica.
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As linhagens altamente t6xicas a lepidépteros, apresentam a protoxina como uma ou mais
proteinas de 130-160 kD (TYRELL et al., 1981). A protoxina pode sofrer clivagem proteolitica,
in vitro ou no intestino larval, produzindo polipeptideos de 30 a 80 kD que sdo citoliticos em
culturas de células e t6xicos as larvas de lepid6pteros (HUBER et al., 1981).

As proteinas CryIVA e CrylVB da subespécie israelensis sao também convertidas a
fragmentos téxicos de 53 kD (CHILCOTT & ELLAR, 1988) ou 68-78 kD
(CHUNGJATUPORNCHAI et al., 1988) por enzimas proteoliticas do intestino das larvas
(Anopheles e Culex) (PRIEST, 1992). O cristal CryIVC corresponde a proteina de 130-kD
(THORNE et al., 1986). O cristal CryIVD de 72-kD, citado freqiientemente na literatura como
65 kD, é convertido a fragmentos de 30-35 kD, que sdo ativas contra uma variedade de dipteros
(CHILCOTT & ELLAR, 1988).

O ndmero, forma, composigio do cristal pode variar conforme o tipo da subespécie
(NORRIS, 1970; ARONSON et al, 1986).

Normalmente, a subespécie israelensis apresenta de 2 a 4 inclusdes cristalinas por célula
cuja forma varia de cubéide a bipiramidal, ovéide ou amorfo (CHARLES & DE BARJAC, 1982;
MIKKOLA et al., 1982 ¢ YAMAMOTO et al., 1983). Composigio similar do complexo protéico
foi observado na subespécie morrisoni (HOFTE & WHITELEY, 1989). Estas proteinas
apresentam propriedades inseticidas aos dipteros (GOLBERG & MARGALIT, 1977
MARGALIT & DEAN, 1985; PRIEST, 1992) acarretando atividades hemoliticas a eritrocitos e
citoliticas a culturas de células de mosquitos (THOMAS & ELLAR, 1983; CHILCOTT et al.,
1984; LAURENT & CHARLES, 1984).

FEITELSON et al. (1992) sugeriram a inclusio das proteinas CryV e CryV], ativas em
nematbides, para anilise de similaridade de 29 tipos de proteinas de B.t. previamente classificada
por HOFTE & WHITELEY (1989) (Figura 1).

Linhagens com proteina Cryl de peso molecular de 130 kD e forma bipiramidal,
acarretam toxicidade as larvas de lepidopteros. O gene cryllIA observado nas subespécies
tenebrionis e san diego sintetiza um cristal de forma rombéide com 72 kD (CrylII), que confere

patogenicidade aos coleépteros.

As proteinas (71 kD) do gene crylIA e do crylIB possuem alta homologia entre si (88%).
Porém estas proteinas, CrylIA e CrylIB, revelam espectro de atuagao inseticida diferente para
certos lepiddpteros e dipteros. A proteina CrylIB apresentou o dobro de toxicidade da proteina
CrylIA para Heliothis zea enquanto a proteina CrylIA foi 6 vezes mais toxica do que a CrylIB
para Ostrinia nubilalis. A atividade larvicida de Aedes aegypti foi constatada apenas com CryllA
(DANKOCSIK et al., 1990).
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Figura 1. Porcentagem de similaridade de 29 tipos de proteinas de B. thuringiensis (FEITELSON
etal.,, 1992).
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J4 o cristal da subespécie israelensis consiste de virias proteinas de 135 (CrylVA), 128
(CrylVB), 78 (CrylVC), 72 (CrylVD) e 27 kD (Cyt4) correspondentes aos genes cryl/VA,
crylVB, crylVC, crylVD e cytA, respectivamente. Esta dltima proteina nao apresenta nenhuma
seqiiéncia homéloga com outras proteinas do cristal. Ao invés de CytA apresentar toxicidade
especifica, ela apresenta atividade citolitica (THOMAS & ELLAR, 1983). Embora estas
proteinas sejam os principais compostos que acarretam toxicidade aos mosquitos, nenhuma delas

apresenta alta toxidez isoladamente em relagio ao complexo total do cristal (PRIEST, 1992).

Acredita-se que haja sinergismo entre a proteina CrylV com a de 27 kD (CytA) (CHANG
et al., 1993). O mesmo ndo ocorreu entre as proteinas CrylV (TABASHNIK, 1992). CHILCOTT
& ELLAR (1988) observaram alta toxicidade a Ae. aegypti quando a proporgéo de proteinas 27 e
65 kD foi de 0,75/1,0 (p/p).

A proteina 27 kD apresenta-se mais abundante no cristal (THOMAS & ELLAR, 1983).
Quando processada a 25 kD apresenta baixa atividade larvicida quando comparada com a
original (PRIEST, 1992).

Em alguns casos, hi correlagio entre a estrutura da toxina observada pela seqii€ncia de
amino4cidos e atividade toxigénica. Dentre a classe da proteina Cryl, apenas CryIB e CryIG nao
apresentam boa correlagio entre si. No entanto, o CrylB apresenta 53% de homologia com a
sequéncia de aminoédcidos do CryllIl. Outro caso de diferenciagao € o CryIVD que apresenta
maior similaridade com CryIl.

As proteinas CrylIIA (subespécies morrisoni e tenebrionis) e CryllIB (subespécies
tolworthi e pakistani) (LAMBERT et al., 1992), ambas téxicas a larvas de besouros de batata
Colorado, apresentam 69 % de homologia (DONOVAN et al., 1992).

Em geral, as toxinas do B. thuringiensis sio instdveis no meio ambiente (MARGALIT &
DEAN, 1985; PUSZTAI et al., 1991) e podem ser degradadas apSs 48 horas (CRUEGER &
CRUEGER, 1984). Assim, a aplicagdo do produto deve ser repetida regularmente, encarecendo o
processo de combate aos insetos. No entanto, a carcaga de larvas de Ae. aegypti previamente
mortas pelo B.t.i., pode propiciar a sua multiplicagio com recursos de fontes organicas do habitat
natural (KHAWALED et al., 1990). O B.ti. pode apresentar ciclo de crescimento completo
(germinagdo, crescimento vegetativo e esporulagdo) nas larvas de Ae. aegypti (KHAWALED et
al., 1990) e Culex quinquefasciatus e An. maculatus (PANTUWATANA & SATTABONGKOT,
1990).

J4 a toxina do B. sphaericus resistiu a mais de 9 meses (SINGER, 1980) em édgua com

matéria orginica rica fornecendo um produto semi-permanente para o controle de larvas de
mosquito (KALFON et al., 1986).
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Inicialmente, a proteina do cristal do B. sphaericus 2297 ¢ 2362 tem peso molecular de
125 kD. Durante a esporulagio, os cristais com 48 horas se degradam a peptideos menores, 110,
63 e 43 kD. Apenas os de 110 e 43 kD, apresentam atividade toxigénica a larvas de C ulex pipiens
(BAUMANN et al., 1988). O peptideo 43 kD tem também efeito t6xico ao Culex
quinquefasciatus (BROADWELL & BAUMANN, 1986). Contudo na degradagdo das proteinas
dos cristais das linhagens patogénicas, 1593 e 1691, nio foram detectadas as bandas 43 e 63 kD
(BAUMANN et al., 1985).

As proteases do intestino do inseto convertem o peptideo de 43 kD a 40 kD, amplificando
cerca de 54 vezes a toxicidade aos tecidos das células do Culex quinquefasciatus (BAUMANN et
al., 1985). Este peptideo, 40 kD, constitui-se de virios aminoécidos hidrofébicos (BAUMANN
et al., 1987). Os autores sugerem que a alta hidrofobicidade destes peptideos estd envolvido com
as interagdes da membrana do epitélio intestinal da larva.

Enquanto a parte téxica da proteina do B. sphaericus consiste na porgao terminal -C, a
protoxina do B. thuringiensis especifica para lepidSpteros indica a porgio terminal -N
(BROADWELL et al., 1990). Embora a metade do terminal -C da protoxina de B.t. ndo seja
requerida na atividade toxica, esta porgio € altamente conservada entre as protoxinas'produzidas
pelos virios B.t. (HOFTE & WHITELEY, 1989).

6. Genes toxigénicos de Bacillus thuringiensis

Os genes da protefna do cristal do B.t. encontram-se distribuidos em um ou mais plasmidios de
tamanho entre 45 a valores superiores a 225 kb (KRONSTAD et al., 1983) e no cromossomo de
algumas linhagens (KRONSTAD et al., 1983).

GONZALEZ JR. et al. (1981) compararam os perfis plasmidiais de 5 subespécies de B.t.
que produzem d-endotoxina (Cry*) e seus respectivos mutantes acristalinos (Cry~). A perda dos
seguintes plasmidios 130, 105, 75, 50 e 29 mD nas respectivas linhagens mutantes Cry~ de B.t.
HD-8, HD-4, HD-2, HD-73 e HD-1 sugerem o envolvimento destes plasmidios com a produgao
do cristal.

Dentre os varios genes de diversas subespécies de B.t. que codificam a proteina do cristal
j4 isolados cita-se o kurstaki HD-1-Dipel (SCHNEPF & WHITELEY, 1981), thuringiensis HD-1
(HELD et al., 1982 e WHITELEY et al., 1984), thuringiensis berliner 1715 (KLIER et al,
1982), kurstaki HD-73 (KRONSTAD & WHITELEY, 1986; ADANG et al., 1985), sotto
(SHIBANO et al., 1985), aizawai (KLIER et al., 1985), israelensis (SEKAR & CARLTON,
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1985; CASTRO, 1990), tenebrionis (SEKAR et al., 1987), tolworthi (SICK et al., 1990) e san
diego (HERRNSTADT et al., 1987).

Segundo HOFTE et al. (1986) os genes dos cristais de vdrias linhagens de B.t. podem ter
sido recombinados por homologia acarretando toxinas com estruturas e propriedades funcionais
diferentes.

A partir de 42 genes de proteina de B.t,, HOFTE & WHITELEY (1989) classificaram 13
diferentes tipos de genes com base na seqiiéncia de aminodcidos e o espectro do hospedeiro. Os
genes toxigénicos foram agrupados em cinco classes a saber: (1) cryl e cryllB especifico a
lepidépteros, (2) crylIA especifico a lepidépteros e dipteros, (3) genes crylll especifico a
colebpteros, (4) crylV especifico a dipteros e (5) cy citolitica a vérias células de invertebrados e

vertebrados. A atividade bioinseticida da dltima classe citada ndo esta ainda bem esclarecida.

O cristal de B.ti. consiste de virias proteinas de 135, 128, 78, 72 e 27-kD
correspondentes aos genes crylVA, crylVB, crylVC, crylVD e cytA, respectivamente. Todos estes
genes residem no plasmidio 72-mD (HOFTE & WHITELEY, 1989). Através da clonagem do
gene toxigénico de B.t.i. no vetor pBC16 de B. megaterium VT1650 e a utilizagéo deste produto
pVB131 como sonda molecular, SEKAR & CARLTON (1985) concluiram que o plasmidio 112-
kb (ou 72-mD) do B.t.i. estd associado com produgio da toxina do cristal. Os genes crylVA e
crylVB apresentam alta similaridade com os genes cryl de lepidopteros.

KRONSTAD & WHITELEY (1986) compararam 20 linhagens da subespécie kurstaki e 4
da thuringiensis mediante 4 tipos de recombinantes de E. coli. Os genes clonados continham os
seguintes fragmentos de HindIII toxigénicos a larvas de tabaco: 4,5 kb referente ao kurstaki HD-
1-Dipel, 6,6 kb do kurstaki HD-73 ¢ 5,3 kb do kurstaki e do thuringiensis HD-2. As linhagens
testadas revelaram a existéncia de 1, 2 ou 3 classes de genes homdlogos. Através de
imunoblotting foi constatado que os genes da classe 4,5 € 6,6 kb codificam os polipeptideos de
peso molecular 133,5 e 133,3 kD respectivamente ¢ o de 5,3 kb sintetiza polipetideo de
aproximadamente 130 kD.

Posteriormente, PREFONTAINE et al. (1987) testaram 15 linhagens de B.t. com 5
sondas de oligonucleotideos (4,5 kb provenientes de HD-1, 5,3 kb do NRD-12 ¢ 6,6 kb do HD-
73). Apenas a subespécie thompsoni ndo hibridizou com nenhuma sonda. As subespécies
dendrolimus e sotto apresentaram hibridizagio semelhantes enquanto que a subtoxicus e
entomocidus revelaram ser diferentes, embora apresentem a mesma esterase € superficie

antigénica.
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HOFTE & WHITELEY (1989) sugeriram a denominagio de crylA(a), cryla(b) e crylA(c)
aos correspondentes genes de 4,5; 5,3 e 6,6 kb respectivamente. O gene crylA(c) da subespécie
kenyae apresenta 99 % de homologia com o crylA(c) da subespécie kurstaki (VON TERSCH et
al., 1991).

VISSER (1988) testou 25 linhagens de B.t. com 4 sondas de DNA do B.t. entomocidus.
Algumas linhagens ndo apresentaram hibridizagio com estas sondas indicando a existéncia de
outros genes.

Recentemente foi comprovado que dois outros genes que codificam proteinas de 34 e 40
kD da subespécie thompsoni apresentaram toxicidade a lepidpteras e envolvimento na estrutura
do cristal respectivamente (BROWN & WHITELEY, 1992). LAMBERT et al. (1992) isolaram
também um novo gene (cryllIC) que codifica cristal toxigénico a larvas de coledpteras. O cristal
CryllIC que ndo € téxico na sua forma natural, torna-se altamente toxico a besouros de batatas
Colorado apés tratamento com tripsina. A homologia com demais toxinas CryllIA, CryllIB e
CrylIID foi de 37, 32 e 37 % respectivamente.

Outro gene (cryllIB2) foi descoberto em B. thuringiensis subsp. kumamotoensis por
DONOVAN et al. (1992) com patogenicidade a larva de milho (Diabrotica undecimpunctata
howardi).

7. Modo de agio das toxinas de Bacillus thuringiensis

A morte das larvas pode ser resultante da intoxicagio ou septicemia apds a ingestao dos esporos e
dos cristais (ARONSON et al, 1986). Durante o processo de esporulagdo do Bacillus
thuringiensis pode haver concomitantemente a produgio de inclusGes cristalinas protéicas, que
pode ser letal a vidrios insetos. A eficiéncia de uma toxina em particular € dependente da
solubilidade do cristal, atuagio proteolitica na protoxina € a afinidade deste com os receptores
disponiveis no intestino das larvas (ARONSON et al., 1991).

O cristal, com massa molecular de cerca de 130 kD (HUBER et al., 1981) denominada de
protoxina por ndo apresentar toxicidade de imediato, passa pelo estdmago das larvas sem se
modificar no meio 4cido. Porém, em meio alcalino como no intestino médio de muitos
lepidépteros, ocorre a clivagem do cristal pela proteélise resultando em moléculas menores
(peptideos de peso molecular de 65 a 85 kD). Estas toxinas interagem com as células do epitélio
do intestino das larvas de insetos susceptiveis. Anilises fisiolégicas por eletroforese (HARVEY
et al., 1983) e anilises bioquimicas (KNOWLES & ELLAR, 1987) indicam que as toxinas
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induzem a formagio de pequenos poros na membrana das células acarretando distirbio no
balango osmético. Conseqiientemente, as células do tecido epitelial do intestino incham até a lise.
A larva pira de se alimentar, levando a morte.

Virios fatores em conjunto podem proporcionar o grau de especificidade inseticida. A
eficiéncia da solubilizagdo do cristal e ativagdo proteolitica nas proteinas do cristal no intestino
das larvas co-determinam a especificidade destas pela alta afinidade aos sitios de ligagéo das
células do epitélio intestinal. O nivel de toxicidade parece estar correlacionado com a
concentracio e/ou afinidade de tais sitios de ligagdo (HOFMANN ez al., 1988).

HONEE et al. (1991) sugerem que embora a agdo t6xica seja a parte terminal -N da
proteina do cristal de B.t.; a parte terminal -C determina as ligagbes especificas com os
receptores da membrana do intestino das larvas. A regido terminal -N € hidrofébica enquanto que
a regido do terminal -C € hidrofilica (SCHNEPF et al., 1985).

8. Aplicagio comercial do B.t.

Os produtos de B.t. representam 90-95 % do mercado total de bioinseticidas. O crescimento da
produgio de B.t. aumentou quase que 5 vezes neste Gltimos 9 anos. O valor de comercializagio
de bioinseticidas que foi de U$ 24 milhdes em 1980 passou para U$ 107 milhdes em 1989. O
crescimento anual da produgio de B.t. previsto é de 11 % até que se atinja U$ 300 milhGes em
1999 (BOWEN, citado por FEITELSON et al., 1992). Entretanto, de acordo com HACKING
(citado por HARWOOD, 1989) a produgio de bioinseticida nos Estados Unidos ainda € muito
pequena (U$10 milhdes/ano) em relagido aos produtos quimicos (U$ 13 bilhdes).

Sio aplicados 10-50 gramas do produto por acre ou cerca de 1020 moléculas por acre. Em
termos de poténcia molecular, a toxina de B.t. € mais ativa quando comparada com outros
pesticidas (300 vezes mais ativo que o piretréide, que deve ser aplicado na concentragdo de
3.1022 moléculas por acre ou 80.000 vezes mais que os organosfosfatos na qual se aplica cerca de
8.1024 moléculas por acre) (FEITELSON et al., 1992).
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9. Desenvolvimentos recentes na triagem, melhoramento e aplicaciio de Bacillus
entomopatogénicos

No campo de triagem de B.t., CAROZZI et al. (1991) utilizaram sondas moleculares especificas
a dipteros, lepiddpteros e coledpteros. As sondas moleculares foram obtidas por meio da reagao
em cadeia da polimerase (PCR) com 12 tipos de primers de oligonucleotideos de d-endotoxina
dos genes: crylA, cryllIA, cryllIB, crylVA e crylVB. Estes codificam as proteinas patogénicas a
lepidépteras (CrylA), coledpteras (CryllIA e CryllIB) e dipteros (CryIVA e CrylVB). Esta
técnica pode oferecer maior rapidez em relagio a outros métodos de triagem como hibridizacao
de DNA, ELISA e bioensaio de insetos. Porém, a triagem de nova toxina de B.t. pode ser
ocultado, caso esteja em regido diferente dos primers escolhidos.

Virios genes toxigénicos foram clonados em outras linhagens como Escherichia coli
(CASTRO, 1990), B. subtilis (THORNE et al., 1986), B. megaterium (SEKAR & CARLTON,
1985) e bactérias endofitas associadas a plantas de interesse (OBUKOWICZ et al., 1986).

Atualmente, novas linhagens apresentando toxicidade muiltipla tem sido obtidas por
transdugio e transformagio. O gene cryllIA (t6xico a ColeSpteros) tem sido introduzido em
subespécies de B.t. patogénicas a lepid6pteros (enfomocidus e aizawar) e dipteros (israelensis)
por eletrotransformagio (LECADET et al., 1992).

O Bacillus sphaericus 2362 tem aumentado a agio toxigénica a larvas de Aedes em
aproximadamente dez vezes em relagio a linhagem parental com a introdugdo do gene o-
endotoxina de B.t.i. (BAR et al., 1991).

O uso de B.t.i. como bioinseticida pode apresentar pelo menos duas dificuldades: (1) a
proteina CytA do B.t.i. apresenta atividade hemolitica e citolitica em células de mamiferos
(THOMAS & ELLAR, 1983) e (2) como o B.t.i. ndo € competidor natural em meio aqudtico, seu
tempo de vida fica comprometido. Além do mais, apés a aplicagéo do B.t.i. em lagos, os esporos
podem afundar rapidamente, deixando o local onde as larvas se alimentam. Visando solucionar
estes problemas, MURPHY & STEVENS JR. (1992) introduziram o gene crylVD de B.t.i. em
cianobactéria (Agmenellum quadruplicatum). A expressio do gene cryI[VD de B.ti. em
cianobactéria foi suficientemente bem sucedida para matar as larvas de Culex pipiens e Ae.
aegypti.

A clonagem do gene 8-endotoxina de B.t. tem sido realizada em plantas como algodao,
batata, tabaco, tomate, etc visando a resisténcia a pragas de insetos danificadores (BARTON et
al., 1987; FISCHHOFF et al., 1987; VAECK et al., 1987).
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MATERIAL & METODOS

1. Isolamento de bactérias aerdbias e formadoras de endosporos

O isolamento de linhagens foi feito a partir de solos de diferentes regies do Brasil (Tabela 3).
Apbs a secagem do solo a temperatura ambiente, amostras de 10 g foram suspensas em 90 mL de
4gua e homogeneizadas. Em seguida, esta suspensdo foi tratada termicamente a 80 °C por 10
minutos, diluidas em 4dgua e plaqueadas de forma a obter entre 30-300 unidades formadoras de
colénias (UFC) em 4gar nutriente acrescido com extrato de levedura 0,3 % (NY) apés a
incubagdo a 30 °C por 24 horas (Institut Pasteur). As colonias (Tabela 1) foram transferidas para
placas de dgar NY e incubadas a 30 °C por 7 dias com a finalidade de induzir a esporulagao para
o teste de atividade larvicida de Aedes fluviatilis.

2. Teste de Entomopatogenicidade

2. 1. Criagao do mosquito Aedes fluviatilis

As larvas foram fornecidas pelo Centro de Pesquisas Pluridisciplinar Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) da UNICAMP. A criagéo dos mosquitos foi feita conforme descrito por
CASTRO (1990).

Os mosquitos no estidio adulto foram colocados na gaiola (armagao de ferro 40x35x35
cm envolta com tela) contendo recipiente com solugao aquosa de agucar para a alimentagdo dos
mosquitos machos. Foi também, colocado na gaiola um funil com papel de filtro imerso em um
recipiente de plastico com 4gua de forma a manté-lo sempre tmido para a deposigio de ovos. Os
ovos foram transferidos para recipientes de plastico com profundidade méxima de dgua de 4 cm.
Os diferentes estidios de desenvolvimento larval foram separados em recipientes
correspondentes. Como as larvas de Aedes se desenvolvem preferencialmente em 4gua limpa, foi
renovada a 4gua dos recipientes contendo larvas periodicamente (3 vezes por semana) a fim de
evitar o desenvolvimento de microrganismos e protozodrios indesejaveis.



Tabela 3. Designagdo dos isolados procedentes de amostras de solos.

designacao procedéncia de solo n° de amostras coletadas
do isolado
0-53 Serra do Japi (SP)

54-101 Catanduva (SP)
102-191 Mata Santa Genebra (SP)
192-247 Manaus (AM)
248-272 Pantanal (MS)
273-285 Serra do Japi (SP)
286-311 Itatiaia (RJ)
312-350 Pantanal (MS)
351-446 Serra da Juréia (SP)
447-500 Birigui (SP)
501-581 Pirassununga (SP)
582-623 Serra da Juréia (SP)
624-650 Curitiba (SP)
651-685 Serra do Mar (SP)
686-708 Birigui (SP)
709-735(1) | UNICAMP
736-741 Serra da Juréia (SP)
742-790 Birigui (SP)
791-820 Porto Belo (SC)
821-840 Bombinhas (SC)
841-860 Aeroporto Cuciti (AM)
861-900 Cabana Ianomani (AM)
901-940 Maturaca (AM)
941-950 Sio Gabriel da Cachoeira (AM)
951-970 Maturaca (AM)
971-973(2) | Mata Santa Genebra (SP)
974(3) UNICAMP
975-978(4) | Serra da Juréia (SP) 1
979(5) Serra da Juréia (SP)
980(6) VIPSU (E.U.A.)

(1), linhagens de referéncia de Bacillus thuringiensis; (2), linhagens isoladas pelo Edilberto
Portugal Princi (CPQBA); (3), linhagem cedida pela Prof. Dra. Yoko Bomura Rosato; (4),
linhagens isoladas pela Paula Von Zuben; (5), linhagem isolada pela Tania Guaycuris
(FIOCRUZ); (6), linhagem recebida pelo Prof. Dr. Allan A. Yousten, Virginia Polytechnic
Institute and State University (VIPSU), E.U.A.
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3. Linhagens de Bacillus utilizadas

As linhagens de referéncia utilizadas nos testes de caracterizagio, identificagéo e classificagao
das bactérias entomopatogénicas foram Bacillus anthracis, B. cereus, B. cereus subsp. mycoides,
B. sphaericus € B. thuringiensis. As designages e procedéncia destas linhagens de referéncia e
das linhagens resultantes da selegdo esto indicadas na Tabela 4.

As linhagens foram mantidas em caldo nutriente com glicerol 20 % a -20 °C (PRIEST et
al., 1989), 4gar nutriente inclinado a 4 °C e sob a forma liofilizada. A produgdo de cristal das

linhagens foi rotineiramente monitorada por microscopia de contraste de fase.

4. Caracterizagio, identificagio e classificacdo

Para a caracterizagdo, identificagdo e classificagio das linhagens indicadas na Tabela 4 foram
utilizados testes morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos, assim como técnicas de eletroforese de
proteinas totais (SDS-PAGE) e hibridizagdo com sondas moleculares.

4. 1. Testes morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos

Para caracterizagio microscopica, bioquimica e fisiolégica foi utilizado o método de replicagao
em placas (CANHOS, 1980) adaptado para replicagdo em tubos (GALLO, 1989a) e de acordo
com a metodologia descrita por GORDON et al. (1973); PRIEST (1989); PRIEST & YOUSTEN
(1991); CASTRO (1990). Os meios de cultura, solugdes e reagentes utilizados para a
caracterizagio e identificagdo dos isolados encontram-se descritos no apéndice e sumarizados na
Tabela 5. Os testes realizados foram: exame da morfologia das coldnias, células, esporos,
esporingio e cristal, reagdio Gram, catalase, oxidativo/fermentativo, Voges Proskauer,
crescimento na presenga de lisozima 0,001 %, produgdo de 4cido a partir de D-glicose, L-
arabinose, celobiose, galactose e D-xilose, hidrélise de amido, caseina, redugdo de nitrato a
nitrito, presenga de urease e hemolise.



Tabela 4. Procedéncia das linhagens de Bacillus

n’ linhagens designaciio origem/procedéncia
1 |B. anthracis BA1 P. C. B. Turnbull
2 |B. anthracis BAG6 P. C. B. Turnbull
3 |B. anthracis BA68 P. C. B. Turnbull
4 |B.anthracis BA69 P. C. B. Turnbull
5 |B. cereus DSM31 F. G. Priest

6 |B. cereus S68 (arroz) F. G. Priest
7 |B. cereus 571 (arroz) F. G. Priest
8 |B.cereus subsp. mycoides S83 F. G. Priest

9 |B. sphaericus 2362 A. A Yousten

10 |B. sphaericus 31 A. A Yousten

11 |B. sphaericus SSII-1 A. A. Yousten

12 |B. sphaericus ATCC14577 Colegéo de Cultura Tropical
13 |B. subtilis S31 F. G. Priest

14 |B. thuringiensis subsp. aizawai S476 F. G. Priest

15 |B. thuringiensis subsp. aizawai S477 F. G. Priest

16 |B. thuringiensis subsp. aizawai T7002 Institut Pasteur

17 |B. thuringiensis subsp. alesti S$332 F. G. Priest

18 |B. thuringiensis subsp. alesti T3001 Institut Pasteur

19 |B. thuringiensis subsp. berliner S331 F. G. Priest

20 |B. thuringiensis subsp. dendrolimus S469 F. G. Priest

21 |B. thuringiensis subsp. dendrolimus T4A001 Institut Pasteur

22 |B. thuringienisis subsp. entomocidus S474 F. G. Priest

23 |B. thuringiensis subsp. galleriae T5001 Institut Pasteur

24 |B. thuringiensis subsp. galleriae T5002 Institut Pasteur

25 |B. thuringiensis subsp. israelensis IPS82 E. P. Portugal

26 |B. thuringiensis subsp. israelensis CCT2221 A. A. Yousten

27 |B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 Y. B. Rosato

28 |B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 Y. B. Rosato

29 |B. thuringiensis subsp. kurstaki S466 F. G. Priest

30 |B. thuringiensis subsp. kurstaki S467 F. G. Priest

31 |B. thuringiensis subsp. kurstaki T3A002 Institut Pasteur
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(continuagao da Tabela 4)

n*° linhagens designaciao origem/procedéncia
32 |B. thuringiensis subsp. morrisoni T8001 Institut Pasteur

33 | B. thuringiensis subsp. morrisoni T8002 Institut Pasteur

34 |B. thuringiensis subsp. sotto S468 F. G. Priest

35 |B. thuringiensis subsp. sotto T4001 Institut Pasteur

36 |B. thuringiensis subsp. subtoxicus T6002 Institut Pasteur

37 |B. thuringiensis subsp. tenebrionis C.F.S. Andrade
38 | B. thuringiensis subsp. thuringiensis S336 F. G. Priest

39 |B. thuringiensis subsp. thuringiensis S337 F. G. Priest

40 |B. thuringiensis subsp. thuringiensis S461 F. G. Priest

41 |B. thuringiensis subsp. tolworthi S478 Institut Pasteur

42 |B. thuringiensis subsp. tolworthi T9001 Institut Pasteur

43 | B. thuringiensis subsp. tolworthi T9002 Institut Pasteur

44 |isolado 275 CCT2341 solo

45 |isolado 276 CCT2343 solo

46 |isolado 287 CCT2257 solo

47 [lisolado 288 CCT2342 solo

48 |isolado 291 CCT2258 solo

49 |isolado 574 CCT2338 solo

50 [{isolado 976 CCT2259 solo

51 |isolado 977 CCT2260 solo

52 |isolado 978 CCT2261 solo

53 |isolado A.3.3 CCT2344 solo (E. P. Portugal)
54 {isolado A.3.5 branco CCT2339 solo (E. P. Portugal)
55 |isolado A.3.5 rosa CCT2340 solo (E. P. Portugal)
56 |isolado MTP-2 CCT2264 Y. B. Rosato

57 |isolado B.t.m. CCT2265 T. Guaycurus

58 |isolado ZOOCAMP CCT0434 (inseto) C. F. S. Andrade




Tabela 5. Relagiio dos testes para caracterizagio e identificagio dos isolados segundo GORDON
et al. (1973)(; PRIEST (1989a)®); CASTRO (1990)®) e PRIEST & YOUSTEN

(1991)@)-
teste meio de cultura solugdes/reagentes
morfolégico(D dgar nutriente
motilidade(D dgar nutriente

reagio Gram(D)

dgar nutriente

cristal violeta, iodo Lugol e safranina-o

esporos() dgar nutriente verde malaquita ¢ safranina-o
catalase()) dgar nutriente igua oxigenada 3 %
produgdo de éci dos® meio de fermentagdo glicose, arabinose, celobiose, galactose ¢

xilose (concentragdo de agiicar final 0,5
%)

hidrélise de amido(!)
hidrélise da caseina(1)
crescimento em NaCl
crescimento em pH 5,7
tolerincia a lisozima 0,001 %(1)
oxidativo/fermentativo
Voges Proskauer())

dgar nutriente com amido 1%

dgar nutriente
caldo nutriente com Na(l 7e¢ 10 %

dgar /caldo de dextrose Sabouraud

caldo nutriente com lisozima 0,001%

meio modificado

caldo de glicose

solucdo de iodo Lugol

leite desnatado Molico

lisozima 0,1 % em HC1 0,01 N (estoque)

a-naftol S % em etanol e NaOH 40 %

redugio de nitrato a nitrito

caldo de nitrato

icido sulfanilico 0,8 % e acido acético 5
N e a-naftilamina 0,5 % em icido
acéticoS N

degradacio da tirosina

bemélise(®

utilizacdo de citrato
urease

utilizagio de adenina(®

fagotipagem(4)

agar nutriente com L-tirosina 0,5 %

dgar nutriente com sangue de
carneiro 10 %

meio de citrato de Simmon
Christensen (Oxoid)

dgar nutriente com adenina 4 g/l

NYSM




A sorologia de 15 isolados foi feita no Institut Pasteur. Testes adicionais de fagotipagem
e utilizagio de adenina (PRIEST & YOUSTEN, 1991) foram realizados para as linhagens de B.
sphaericus, incluindo o isolado CCT2261 (Tabela 5). Estas linhagens foram inoculadas em
NYSM e incubadas durante a noite 2 37 °C. Posteriormente, 0,1 ml da suspensao foi inoculada
em 4 ml de NYSM contendo igar 0,7 % previamente fundido e mantido a 48-50 °C. Esta
suspensdo foi homogeneizada e imediatamente transferida para placa de Petri contendo éagar
NYSM. Apés solidificagio, 5 pl de cada suspensdo de fagos (1A, 63, 4 e 14) foi inoculada na
superficie do 4gar NYSM com bactérias. Os bacteri6fagos foram cedidos pelo Prof. Dr. Allan A.
Yousten (Virginia Polytechnic Institute and State University, E.U.A.). Apds incubagio a

temperatura ambiente durante a noite, foram observadas a lise ou ndo das células das bactérias.

4. 2. Perfis eletroforéticos de proteinas celulares totais

O procedimento da eletroforese de proteinas totais foi feito seguindo recomendagdes da Hoefer
Electrophoresis Catalog and Exercises (1990-1991) e JACKMAN (1985).

4. 2. 1. Preparo da amostra

Apés o cultivo das bactérias indicadas na Tabela 4 em dgar nutriente, por 48 horas, as células
foram coletadas com auxilio de uma limina e transferidas para tubo tipo Eppendorf.
Ressuspendeu-se as células com 1,0 ml da solugdo tampao de lise (Tris-HC1 0,0625M, pH 6,8,
SDS 2 % (p/v), 2-mercaptoetanol 5% e glicerol 10 %), seguido de aquecimento a 100 °C por 10
minutos. Apds o resfriamento da suspensdo das células a temperatura ambiente, estas foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados a -20 °C para
posterior andlise por eletroforese.

4. 2. 2. Preparo dos géis de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

As solugdes e reagentes utilizados para o preparo do gel de separagdo SDS-PAGE 10 % e gel de
empacotamento SDS-PAGE 4 % de 1,5 mm de espessura e respectivos volumes estio indicados
na Tabela 6.
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Tabela 6. Volume das solugdes estoques utilizados no preparo dos géis

solugéo estoque __gel de separacio gel de empacotamento

acrilamida 29,2 % e bis acrilamida 0,85 % 20,0 ml 2,66 ml
tampdo I (Tris-HCI 1,5M pH 8,8) 15,0 ml -—-

tampdo 1I (Tris-HCI 0,5M pH 6,8) --- 5,0 ml

dgua destilada 24,1 ml 12,2 ml

SDS 10 % 600 pul 200 pl
persulfato de aménio 10 % 300 pl 100 pl
TEMED 20 ul 10 ul

Volume calculado para o preparo de 2 géis de separagio e 2 géis de empacotamento. Todas as solugdes foram
estocadas 8 4 °C, exceto o persulfato de aménio € o SDS que foram mantidos a -20 °C e a temperatura ambiente,
respectivamente. SDS, dodecil sulfato de sédio; TEMED, N, N, N', N' - tetrametiletilenodiamino, Tris-HCIl
solugdo de trizma base com pH ajustado com HCIL

Primeiramente, foi preparado o gel de separagio SDS-PAGE 10 % com a adigdo das
soluges na seqiiéncia indicada na Tabela 6. As solugbes de acrilamida, tampéo I e dgua foram
colocadas em Erlenmeyer de 125 ml e homogeneizada sob véicuo com a finalidade de exaurir o
oxigénio, inibidor da polimerizagao. Posteriormente, foi acrescentado solugdo de SDS, o
iniciador (persulfato de amdnio) e o catalisador da reagio (TEMED) na mistura acima.
Imediatamente esta foi transferida para o molde das placas de vidro (Pharmacia). Em seguida,
foi colocado uma barra de teflon com a finalidade de delinear uma dimensao reprodutiva do gel e
evitar o contato com o oxigénio. Apds a polimerizagao do gel, a barra de teflon foi retirada e o

espaco remanescente lavado com dgua destilada.

O gel de empacotamento foi preparado da mesma maneira descrita para o outro gel. A
mistura liquida do gel de empacotamento foi despejada sobre o gel de separagio e sobre esta uma
barra de teflon com 10 canaletas para formagao de espacos vazios para subseqiiente aplicagao da
amostra. A polimerizago do gel foi feita a temperatura ambiente por 30 minutos.

ApSs a retirada da barra de teflon, o interior das placas de vidro da parte superior foi
lavada com dgua destilada e solugdo tampio da cuba de eletroforese (Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3,
glicina 0,192 M e SDS 1 %).



4. 2. 3. Eletroforese de proteinas celulares totais em gel de SDS-PAGE

Apbs a lavagem das canaletas do gel de empacotamento, estas foram preenchidas com solugdo
tampio da cuba. As placas de vidro contendo os géis foram transferidas para a cuba de
eletroforese contendo a mesma solugdo tampdo acima citada. As amostras foram aplicadas nos
géis de empacotamento e dispostas sob corrente de 30 mA até atingirem os géis de separagdo. A
partir daf, a corrente foi de 30 mA para cada gel, até percorrer 10 cm. Os padrdes de proteinas de
peso molecular (Mr) conhecido foram adquiridos da Sigma Chemical Company: (1) kit MW-
SDS-70 contendo lisozima (14,3 kD), p lactoglobulina (18,4 kD), tripsinogénio (24,0 kD),
pepsina (34,7 kD), albumina de ovo (45 kD) e albumina de plasma bovino (66,0 kD) e (2) kit
MW-SDS-200 contendo anidrase carbonica (29,0 kD), albumina de ovo (45,0 kD), albumina de
plasma bovino (66,0 kD), fosforilase B (97,4 kD), p galactosidase (116 kD) e miosina (205 kD).

4. 2. 4. Coloragio de proteinas com nitrato de prata

A visualizagdo das bandas de proteinas foi obtida através da metodologia descrita por BLUM et
al., (1987) com algumas modificag¢des (Celso Benedetti, comunicagdo pessoal).

Apé6s a corrida de eletroforese, o gel foi fixado e revelado através de uma série de etapas
em solugbes e tempo cronometrados conforme indicado na Tabela 7. Primeiramente, o gel foi
fixado com solu¢do de metanol e 4cido acético, lavado com etanol, tratado com tiossulfato de
sédio, impregnado com solugdo de nitrato de prata e revelado com solugdo de carbonato de
sédio. Ap6s a revelagio, o gel foi tratado com solugdo de etanol e dcido acético seguida de
lavagem com etanol 50%.



Tabela 7. Coloragao do gel através da prata

etapas solugoes tempo
fixacao metanol 50 %, 4cido acético 12% e formaldeido 0,019 % maior ou igual 1 h
lavagem etanol 50 % 20 min
tratamento | tiossulfato de sédio 2 g/l 1 min(*)
lavagem dgua 20 seg (3x)(*)
impregnacdo |nitrato de prata 2 g/l : 20 min
lavagem 4dgua destilada 20 seg (3x)()
revelagio carbonatcz de s6dio 6 %, tiossulfato de sédio 4 mg/l €10 min®d

formaldeido 0,019 %

bloqueio etanol 50 % e 4cido acético 18 % 3 min
lavagem etanol S0 % maior ou igual 1 h

(*), tempo controlado exatamente para a reprodutividade da revelagao das bandas; (), ou até a visualizacao
desejada das bandas.

A secagem do gel foi realizada entre dois papéis de celofane previamente umedecidos
com 4dgua a temperatura ambiente.

4. 2. 5. Andlise computacional dos géis de SDS-PAGE

Os perfis eletroforéticos das proteinas soliveis totais das células foram examinados através do
densitometro de varredura acoplado com programa de computador PAGETAX 2.00
(JACKMAN, 1985).

A variagio entre os géis decorrente das condigoes do experimento (corrente/voltagem,
tempo de corrida, temperatura, etc) foi corrigida baseando-se na amostra de referéncia. Neste
caso, a amostra de referéncia foi B.t.i. IPS82 aplicada em uma das canaletas de cada gel.

Dados quantitativos de cada perfil de absorbincia registrado pelo densitometro de
varredura foi comparada com todos outros perfis separadamente usando o célculo de coeficiente
de similaridade ! (r). A matriz foi agrupada pelo método de agrupamento em pares sem

1 coeficiente de correlagdo Pearson Product Moment ou r:

E{(Y,-Ya)(Yp- Y]

Tab = —T==———-ﬁ==—-—1—=——
zn (Ya - Ya) IE“(Ybb'Yb) ]

onde: Y, valor da absorbincia; Y, valor médio da absorbincia e I soma de valores de absorbdncia de 1 para n.
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atribuigo de peso, usando médias algoritimas (unweighted pair group method using averages
algorithm, UPGMA) e indicado em forma de dendrograma.

O cilculo dos pesos moleculares foi estimado através do programa eletro (A. Leite,
comunicagio pessoal) que relaciona log Mr versus distincia de migragdo (Rg) das proteinas
padrao.

4. 3. Estratégia geral utilizada para obtengio de polimorfismos dos fragmentos de restrigao
(restriction fragments lenght polymorphisms, RFLPs)

Os perfis de hibridizagio com o gene 16S rRNA e com a sonda do gene do cristal 130 kD do
B.t.i. foram obtidos conforme o esquema indicado abaixo (Figura 2 e 3) e descritos a seguir.

4. 3. 1. Extracio e Purificacao do DNA genomico

A extragio do DNA gendmico dos isolados e das linhagens referéncias foram efetuados de
acordo com KRONSTAD et al. (1983) e SAMBROOK et al. (1989).

O crescimento da bactéria foi feito em Erlenmeyer de 500 ml contendo 100 ml do meio
de Spizizen suplementado com extrato de levedura 0,1 % e glicose 0,5 % (p/v). A incubagéo foi
feita a 37 °C por 4-5 horas (Absorbincia até 0,70). As células foram centrifugadas, lavadas com
solugdo I (NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7,9 e EDTA 10 mM) e suspendidas com 1,0 ml
de solugio II (NaCl 150 mM e EDTA 100 mM, pH 7,9). A lise das células foi feita
primeiramente com a adigdo de lisozima (0.125 mg) e incubagéo a 37 °C por 20 minutos e
posteriormente com adigio de 1,25 ml da solugdo III (Tris-HCl 100 mM, pH 7,9, NaCl 100 mM
e SDS 2 %). A incubagio procedeu-se a 60 °C até o clareamento da suspensdo acima
(aproximadamente 30 minutos).

A purificagio do DNA foi feita com adigdes sucessivas de solugdo de fenol:dlcool
isoamilico:cloroférmio (25:1:24) na suspensio de células lisadas na proporgio de 1:1. A fase
orginica foi descartada e a fase aquosa final foi adicionada etanol gelado na proporgdo de 1:2. A
suspensdo foi deixada por 2 horas a -20 °C para a precipitagdo do DNA, que foi retirado com
auxilio de bastio de vidro. Apés a secagem a temperatura ambiente, este foi suspendido em 500
ul de solugdo TE (Tris-HC] 100 mM, pH 8,0 e EDTA 1mM). Esta suspensio foi tratada com 3 ul
de RNase (10mg/ml) a 37 °C por 2 horas. Posteriormente, foi adicionado 50 pl de proteinase K
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500 mg/ml e incubado a 37 °C por 1 hora. Foi efetuado novamente, a remogao de proteinas com
adigéo de solugdo de fenol:dlcool isoamilico:cloroférmio (25:1:24). Ap6s a precipitagao do DNA
com 185 ul de acetato de aménio 7,5 M e adigdo de 2-propanol (1:2), este foi centrifugado a
6.000 rpm por 5 minutos, lavado com etanol 70 % e secado & temperatura ambiente. O
precipitado foi suspendido com solugio de TE e armazenado a -20 °C.

4. 3. 2. Digestao dos DNAs com enzimas de restrigio

Os DNAs bacterianos foram digeridos com enzimas de restricio EcoRI e HindIIl em solugdes
tampdes de acordo com recomendagdes do fabricante Northumbria Biologicals Limited.

4. 3. 3. Eletroforese do DNA

Aliquotas de 5 - 10 pg/ml de amostra de DNA gendmico e de seus fragmentos foram transferidas
para tubos tipo Eppendorf contendo solugio corante (glicerol 25 %, dodecil sulfato de sédio 1 %,
azul de bromofenol 0,25 %, xileno cianol 0,25 % ¢ EDTA 150 mM, pH 8) e aplicadas em gel de
agarose 0,8 % em solugdo TAE (Tris-acetato 4,0 mM/1, EDTA 1 mM/], pH 8,0). A corrida de
eletroforese foi feita em solugio tampio TAE a 16 mA durante a noite (MANIATIS, 1982).
Posteriormente, o gel foi imerso na solugio tampao TAE contendo brometo de etidio 5 pg/ml por
20 minutos. ApSs a lavagem do gel com dgua, o DNA foi visualizado através de transiluminador
e fotografado.

O DNA do bacteriéfago A digerido com HindIII foi utilizado como padrio de peso

molecular com os seguintes valores: 23.130; 9.416; 6.682; 4.361; 2.323; 2.027 e 564 bp
(Northumbria Biologicals Limited).

4. 3. 4. Transferéncia dos fragmentos de DNA da agarose para membrana de nitrocelulose
(Southern blotting).

O gel de agarose foi imerso duas vezes em solugio alcalina (NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M) por 15
minutos. Posteriormente, foi neutralizado duas vezes em solugdo de NH,Ac 1,0 M e NaOH 0,02
M por 30 minutos.
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3-5kg

placa de vidro J l—‘L

l 5 cm de papel absorvente

;papel Whatmann
papel What —3 «——membrana de nitrocelulose
—— =

membrana de nitrocelulose & papel Whatmann

5 cm de papel absorvente

placa de vidro

Figura 2. Transferéncia do DNA fragmentado contido no gel de agarose para membrana de

nitrocelulose.
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Figura 3. Etapas gerais da hibridizagao Southern Blotting.
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Duas membranas de nitrocelulose e trés folhas de papel de filtro Whatman n® 1 foram
umedecidas na solugio neutralizante (descrita acima). Cada membrana foi colocada em contato
com o gel de agarose contendo o DNA a ser transferido, seguidas de folhas de papel de filtro
Whatman n°® 1 e papéis de toalha numa espessura de 5 cm de cada lado. Posteriormente, foi

colocado peso de 3 a 5 kg na parte superior desta montagem (Figura 2).

A transferéncia dos fragmentos de DNA da agarose para a membrana de nitrocelulose foi
feita no tempo minimo de quatro horas.

4. 3. 5. Obtencio da sonda marcada do gene 16S rRNA de B. subtilis através de reacio em
cadeia da polimerase (PCR)

Foi feita a reagio de amplificagdo do gene 16s IRNA de B. subrilis S031 (Figura 4) marcando-a
simultaneamente com desoxiuridina 5'-trifosfato ligada ao esterdide digoxigenina (Dig-UTP, kit
ndo radioativo da Boehringer-Mannheim, cat. n® 1093 088) em tubo tipo Eppendorf (250 ul)
contendo os seguintes componentes: DNA cromossdmico de B. subtilis 5 ng, primer 1 (5'-
GGATCCAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACG-3', nucleotideos 6-31) 100 pmoles, primer 2
(5'-GGATCCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAG-3', nucleotideos 1500-1484) 100 pmoles,
dATP 250 uM, dCTP 250 uM, dGTP 250 uM, dTTP 200 uM, MgCl3 1,25 mM, tampao Taq
(KC1 50 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 9, triton X-100 0,1 %), Dig-UTP 70 umoles, Tag DNA
polimerase 2U (Promega - cat n® M186/1,2) e dgua MiliQ até 100 pl. A reagdo controle foi feita

com 0s mesmos reagentes acima, exceto a adigao de DNA.

Apés homogeneizagio e rapida centrifugacdo, adicionou-se 100 ul de éleo mineral. A
reacdo foi conduzida no Tochne PHC-3 nas seguintes condigbes de temperatura, tempo e ciclos
indicados na Tabela 8.

Tabela 8. Temperatura, tempo ¢ ciclo da reagio de PCR do gene 16S IRNA de B.subtilis

n? ciclos Temperatura (°C) | tempo (min)
1 94 10
30 55 2
72 3
94 2
1 55 2
72 10
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Para facilitar o descarte do 6leo mineral, o tubo de Eppendorf foi colocado previamente a
-20°C.

4. 3. 6. Obtenciio da sonda de gene toxigénico referente a proteina 130 kD de B.t.i. por
reagiio em cadeia da polimerase (PCR).

Os componentes da reagdo de amplificagdo do gene toxigénico referente ao cristal 130 kD do
B.t.i. foram os seguintes: DNA gendmico de B.ti. 5 ng, dATP 250 pM, dCTP 250 uM, dGTP
250 mM e dTTP 250 mM, Mg,Cl 1,25 mM, primer 3 (SGGTGCTTCCTATTCTTT GGC3,,
regiio 740-760) 100 pmoles, primer 4 (5 ATGGCTTGTTTCGCTACATC3', regido 3328-3348)
100 pmoles, tampdo Taq (KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 9, Triton X-100 0,1 %), Tag DNA
polimerase 2 U (Promega - cat. n® M186/1,2) e dgua MiliQ até 100 pl. Foi feito o controle da

reagio adicionando-se os mesmos reagentes, exceto o DNA.

Apds homegeneizagio e ripida centrifugagéo, adicionou-se 100 pl de 6leo mineral. A
reagio foi conduzida no Tochne PHC-3 nas condigbes de temperatura, tempo e ciclos indicados
na Tabela 9. A Figura 4 ilustra as etapas da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Tabela 9. Temperatura, tempo e ciclo da reagio de PCR do gene toxigénico

n® ciclos temperatura (°C) tempo (s)
10 94 40
50 30
72 120
20 92 40
50 30
72 150
1 72 300

O produto da reagdo foi colocado a -20 °C no minimo 1 hora com a finalidade de facilitar
a retirada do 6leo mineral.
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polimerase
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ciclos 0 pareamento de primers
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Figura 4. Representagdo simplificada da reagio em cadeia da polimerase (PCR). (ot )s
primer; (%), DNA amplificado no minimo 103 vezes ao original.
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4. 3. 7. Marcagio da sonda do gene toxigénico de B.t.i.

A sonda do gene toxigénico referente ao cristal 130 kDa foi marcada com Dig-UTP (kit ndo
radiativo, Boehringer-Mannheim, Cat. n® 1093 657) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Quantidades de 3 pg de sonda de DNA (obtida no item anterior) foram desnaturadas em
4gua de ebuligdo por 10 min., transferidas imediatamente em banho de gelo por 3 minutos € em
seguida, foram adicionadas as seguintes solugdes: 10 pl de mistura de hexanucleotideo
(Boehringer-Mannheim, Cat. n® 1034 731), 10 ul de mistura de dNTP e Dig-UTP (Boehringer-
Mannheim, Cat. n® 1093 657) e 5 pl de enzima Klenow (2 Ul/ul).

A incubagio foi feita 2 37 °C por 20 horas. A reagdo foi interrompida com a adigao de 2
ul de EDTA 0,2 M, pH 8,0 e o DNA foi precipitado com a adigdo de 2,5 pl LiCl 4M e 75 pl de
etanol. Ap6s incubagdo & -20 °C por 1 hora, o DNA foi recuperado por centrifugagdo, lavado
com etanol e secado sob vicuo. |

Posteriormente, 0 DNA foi dissolvido em 100 pl de solugio de TE e estocado a -20 °C
para uso posterior em hibridizagao.

4. 3. 8. Hibridizacao do DNA

A membrana de nitrocelulose foi previamente umedecida em solugdo de SSC 2x (NaCl 0,3 M e
citrato de Na 0,03 M, pH 7,0) e colocada em um saco pléstico de polietileno. Posteriormente,
adicionou-se solugdo de hibridizagio (NaCl 0,75 M, citrato de Na 75 mM, pH 7,0 (SSC 5x), SDS
0,02 %, N-lauril sarcosine 0,1 %, reagente bloqueante 5 % (Boehringer-Mannheim, Cat. n® 1096
176) e formaldeido 40 %). O saco pléstico foi selado e incubado a 42 °C por 1 hora.

5 pg de sonda de DNA marcado com Dig-UTP foi dissolvida em 100 pul de 4gua,
desnaturada por aquecimento (100 °C por 10 minutos) e transferida em um saco de plastico
contendo a membrana em solugdo de hibridizagdo recém preparada. Apés a incubagao ad42°C
durante a noite, a membrana foi lavada sucessivamente da seguinte maneira: duas vezes com

solugdo SSC 2x e SDS 0,1 % (p/v) durante 5 minutos a temperatura ambiente e duas vezes com
SSC 0,1 % ¢ SDS 0,1 % (p/v) a 62 °C por 15 minutos.
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4. 3.9. Detec¢ao do DNA hibridizado

A detecgio foi efetuada através da solugdo conjugada do anticorpo e enzima (anti-digoxigenina
fosfatase alcalina 150 U/ml, Boehringer-Mannheim, cat. n® 093 274) e solugdo de azul de nitro
tetrazolio.

A membrana foi imersa em 20 ml da solugdo conjugada de anticorpo e enzima (4 ul de
anti-digoxigenina fosfatase alcalina em tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 7,5 e NaCl 150 mM). A
incubagio foi feita a temperatura ambiente por 30 minutos com agitagdo constante. A membrana
foi lavada duas vezes com 100 ml da solugdo tampao I (Tris-HCl 100 mM, pH 7,5 e NaCl 150
mM) durante 10 minutos e mantida em 50 ml de solugdo tampao II (Tris-HCI 100 mM, pH 9,5,
NaCl 100 mM e MgCl,.6H,0 50 mM) por 2 minutos. Posteriormente, a membrana foi colocada
em saco plastico contendo 25 ml de solugdo corante 2 (solugdo de azul de nitro tetrazélio 0,3375
mg/ml e solugio x-fosfato 0,175 mg/ml em tampdo II).

A membrana foi deixada na solugio corante e na auséncia de luz no tempo méximo de

trés dias. A detecgio das bandas hibridizadas foi interrompida com solugdo TE por 5 minutos e a
membrana secada a 37 °C.

4. 3. 10. Anéslise computacional dos perfis de restri¢io do gene ribossomal RNA

Os perfis de hibridizagdo foram analisados conforme a presenga/auséncia de banda registrada em
todo segmento de banda visualizada. Baseando-se na presenga/auséncia de bandas foi atribuido
valores positivo/negativo e calculado a similaridade de Jaccard (Sy) * e analisado pela média dos
agrupamentos (average linkage cluster analysis) (AUSTIN & PRIEST, 1988).

2 Foi preparada solugdes estoques de: (1) 75 mg/ml de azul nitro tetrazélio (Boehringer-Mannheim, Cat. n°
1087479) ¢ (2) 50 mg/m! de x-fosfato (5-bromo, 4-cloro, 3-indoil fosfato 50 mg/ml, Boehringer-Mannheim, Cat.
n° 760986) em dimetilformamida 70 % e estocadas & -20 °C.

3 coeficiente de Jaccard (Sy)

SJ=
a+b+c

sendo : a niimero de positivos que se correspondem; b e ¢ nlimeros de caracteres que nio se correspondem entre 0s
pares de unidades taxondmica (operatianal taxonomic units).
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4. 4. Perfis de restri¢ao dos genes toxigénicos de B.t.i.

O gene toxigénico amplificado de B.t.i. de referéncia e isolados obtidos no item 4. 3. 5. foi
digerido com enzima de restricdo Sau3Al em solugio tampido de acordo com recomendagdes do
fabricante Northumbria Biologicals Limited.

O DNA digerido foi adicionado em 3 pl de solugdo corante € aplicado em gel Nusieve
GTG Agarose 2 % (ver item 4. 3. 3). Apos a corrida de eletroforese, este foi imerso em solugio

TAE contendo brometo de etidio, visualizado através de transiluminador e fotografado.

Os fragmentos do gene toxigénico digeridos com as enzimas de restrigdo existentes no
mercado, inclusive Sau3Al foram analisados pelo programa de computagio Sequaid (F. G.
Priest, comunicagao pessoal).



RESULTADOS & DISCUSSAO

1. Isolamento de Bacillus entomopatogénicos

De acordo com a lista de validagio de espécies do International Journal of Systematic
Bacteriology sio reconhecidas apenas cinco espécies de Bacillus entomopatogénicos: Bacillus
larvae, B. lentimorbus, B. popilliae, B. sphaericus ¢ B. thuringiensis (SNEATH, 1986; PRIEST,
1989b) que foram isolados principalmente de solos, dgua e insetos mortos ou doentes (PRIEST,
1989a; SMITH & COUCHE, 1991). Neste trabalho, procurou-se isolar entomopatogénicos a
partir de solos de diferentes regides e ecossistemas brasileiros (Tabela 3).

Em geral, os bacilos crescem facilmente em meio simples como dgar nutriente!. Apenas
Bacillus larvae, B. popilliae e B. lentimorbus exigem meio mais rico como dgar J1. Desta forma,
estes bacilos podem ter sido ocultados no isolamento realizado em meio adgar NY1.

A pré-selegdo dos bacilos esporulados foi feita com tratamento térmico a 80 °C por 10
min da suspensdo de solos e microrganismos com a finalidade de selecionar apenas células
esporuladas.

2. Teste de entomopatogenicidade

A partir de 956 colonias isoladas de diferentes solos, foram selecionadas 9 que apresentaram
cristal e/ou toxicidade a larvas de Aedes fluviatilis. As outras bactérias isoladas por outros
pesquisadores (CCT0434, CCT2264, CCT2265, CCT2339, CCT2340 e CCT2344 (Tabela 4)
foram incluidas no teste de atividade larvicida e de caracterizagdo e identificagao, perfazendo um
total de 15 isolados.

1A composigio do dgar nutriente para 1000 ml é: extrato de came 3 g, peptona 5 g ¢ dgar 15g, pH 6,8 enquanto que
o do garJ &: triptona 5 g, extrato de levedura 15 g, K,HPO, 3 g, glicose 2 g e 4gar 20 g, pH7,3-7,5 ¢ 0 meio dgar
NY contém égar nutriente suplementado com extrato de levedura 0,3 %.
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As linhagens de B. thuringiensis referéncia (subespécie israelensis 1PS82, CCT2221,
kurstaki HD-1 ¢ HD-73 e tenebrionis), B. sphaericus referéncia (ATCC14577, SSII-1, 2362 e
31) e os 15 isolados (indicados na Tabela 4) foram testadas quanto a atividade larvicida em Aedes
fluviatilis.

E fato sabido que poucas linhagens de B. sphaericus so patogénicas aos insetos. As
linhagens patogénicas de B. sphaericus tem mostrado maior eficiéncia que os B.t.i. no combate de
Culex, Mansonia e algumas espécies de anofeles. Entretanto, apresentam patogenicidade
insignificante para simulideos e algumas espécies de Aedes como Ae. aegypti (LEE et al., 1986;
WHO, citado por SINGER, 1988; PRIEST, 1992). Outras espécies de Aedes como melanimon,
triseratus e nigromaculis mostraram ser susceptiveis ao Bacillus sphaericus (WHO, citado por
SINGER, 1988).

A linhagem de referéncia de B. sphaericus 2362 causou 100 % de mortalidade nas larvas
de Aedes fluviatilis em nivel de densidade celular (massa celular seca ao redor de 1,0 ug/ml.) Este
resultado foi semelhante ao apresentado pelas linhagens de referéncia de B.t.i. (IPS82 e
CCT2221), bem como, 12 isolados (CCT2257, CCT2258, CCT2259, CCT2260, CCT2261,
CCT2264, CCT2339, CCT2340, CCT2341, CCT2342, CCT2343 e CCT2344). Para a
confirmagio da potencialidade téxica destas linhagens a larvas de Aedes fluviatilis seria
interessante determinar a concentragio letal de 50 % de larvas (LCsg). Infelizmente nao foi
possivel esta determinagio devido a falta de disponibilidade destas larvas na época em que este
experimento estava sendo realizado.

Apesar disto, em geral, os dados obtidos corresponderam aos indicados na literatura. A
linhagem 2362 & descrita como altamente t6xica, SSII-1 como tendo baixa toxicidade
principalmente ao Culex (BAUMANN et al., 1987; PRIEST, 1992) e a ATCC14577 como n&o
patogénica (KRYCH et al., 1980; SINGER, 1988).

A linhagem SSII-1 causou 100 % de mortalidade em leitura de 24 horas quando foi
utilizada suspensdo celular mais concentrada (massa celular seca de aproximadamente 42 ug/ml)
comparada com a linhagem 2362 (massa celular seca de 1,0 ug/ml). Ji as linhagens de B.
sphaericus ATCC14577 e 31, B.thuringiensis subsp. tenebrionis (B.t.t.) e dois outros isolados
(CCT2265 e CCT2338), apesar de apresentarem cristal, ndo causaram danos a larvas do mosquito
em leituras de 24 horas, mesmo em alta densidade celular (massa celular ao redor de 1.200 pg/ml).
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A linhagem de referéncia B.t.k. HD-1 e o isolado CCT0434, ambos de sorotipo H3a, 3b,
ocasionaram 100 % de mortalidade nas larvas de Aedes em suspensdo celular mais densa (massa
celular seca de aproximadamente 100 pg/ml) que as linhagens de B.t.i.. Embora o B.t.k. HD-73
possua 0 mesmo sorotipo (H3a, 3b), esta linhagem ndo foi letal a larvas de Aedes. Esta
caracteristica tem sido citada por virios autores (DANKOCSIK et al., 1990; DE BARJAC &
FRACHON, 1990) dado ao fato desta linhagem ndo possuir a proteina CrylIA como o B.t.k. HD-
1 (HOFTE & WHITELEY, 1989).

3. Taxonomia de Bacillus entomopatogénicos

Os testes efetuados para a caracterizagio e identificagdo dos Bacillus, assim como, a designagao
das linhagens e respectivos sorotipos estio identificados na Tabela 10.

3. 1. Caracterizagdo e identificagao de Bacillus

O volume 2, secgio 13 do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1986) apresenta o género
Bacillus com 34 espécies definidas e 26 espécies incertae sedis.

O género Bacillus apresenta caracteristicas heterogéneas que podem ser observadas nos
diferentes perfis do metabolismo de carboidratos, na diversidade da composigio de parede celular,
grande intervalo de % de G+C (32-69) e na variabilidade de tolerincia de pHs e de temperaturas
extremas (CLAUS & FRITZE, 1989). Esta ultima caracteristica somada a baixa incidéncia de
patogenicidade ao homem (exceto o B. anthracis e B. cereus) oferece grandes atrativos para
aplicagio industrial do género Bacillus (HARWOOD, 1989).

Apesar da diversidade, o género Bacillus pode ser facilmente diferenciado de outros
géneros de bactérias aer6bias formadoras de endosporos (PRIEST, 1989a). Linhagens de Bacillus
apresentam a forma de bastonetes retos ou ligeiramente retos, aerébicos ou anaerdbicos
facultativos com flagelos peritriquo ou degenerado, formadores de endosporos, reagio Gram
positiva em culturas jovens e catalase positiva (SNEATH, 1986; PRIEST, 1989a).

Todos isolados que se enquadraram nas caracteristicas citadas acima (Tabela 10), podem
ser identificados como pertencentes do género Bacillus.
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Tabela 10. Sorotipo das linhagens de Bacillus e testes realizados para a caracterizagao €

identificagdo.
N° linhagens designacao sorotipo testes
(H)

1 B. anthracis BA1 3e4

2 B. anthracis BAG6 3e4

3 B. anthracis BAG68 3e4

4 B.anthracis BA69 3e4

5 B. cereus DSM31 1,3e4

6 B. cereus S68 5@

7 B. cereus s71 8@ 3

8 B. cereus subsp. mycoides S83 3

9 B. sphaericus 2362 5a, 5b(8) | 2

10 B. sphaericus 31 9a,9c(8) |2

11 B. sphaericus SSII-1 2a,2b(8) |2

12 B. sphaericus ATCC14577 2

13 B. thuringiensis subsp. aizawai S476 7() 3

14 B. thuringiensis subsp. aizawai S477 7™ 3e4

15 B. thuringiensis subsp. aizawai T7002 7V) 3

16 B. thuringiensis subsp. alesti S332 3a(V) 3e4

17 B. thuringiensis subsp. alesti T3001 3a(V) 3

18 B. thuringiensis subsp. berliner S331 3e4

19 B. thuringiensis subsp. dendrolimus S469 4b(V) 3e4

20 B. thuringiensis subsp. dendrolimus T4A001 4b(V) 3

21 B. thuringienisis subsp. entomocidus S474 6™ 3ed

22 B. thuringiensis subsp. galleriae T5001 5V) 3

23 B. thuringiensis subsp. galleriae TS002 5 3

24 B. thuringiensis subsp. israelensis IPS82 14(V) 1,2,3,4¢5
25 B. thuringiensis subsp. israelensis CCT2221 14(Y) 1e2

26 B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 3a,3b(V) 11,2,3e4
27 B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 33,36(V) |1,2,3e4
28 B. thuringiensis subsp. kurstaki S466 3a,36(V) |3

29 B. thuringiensis subsp. kurstaki S467 3a,36(M) |3

30 B. thuringiensis subsp. kurstaki T3A002 3a,3b(V) |3




(Continuagdo da Tabela 10)

N° linhagens designacio sorotipo testes
H)

31 B. thuringiensis subsp. morrisoni T8001 8a, 8b(V)

32 B. thuringiensis subsp. morrisoni T8002 8a, 8b(¥)

33 B. thuringiensis subsp. sotto S468 4a, 4b(V)

34 B. thuringiensis subsp. sotto T4001 4a,4b(V) |3

35 B. thuringiensis subsp. subtoxicus T6002 6a,6b(V) |3

36 B. thuringiensis subsp. tenebrionis 8(V) 1,2,3e4

37 B. thuringiensis subsp. thuringiensis S336 3

38 B. thuringiensis subsp. thuringiensis S337 1) 3

39 B. thuringiensis subsp. thuringiensis S461 oV) 3ed

40 B. thuringiensis subsp. tolworthi T9002 oV) 3

41 B. thuringiensis subsp. tolworthi T9001 V) 3

42 B. thuringiensis subsp. tolworthi T9002 9(V) 3

43 isolado 275 CCT2341 140 1,2,3,4,5¢6

44 isolado 276 CCT2343 14 1,2,3,4,5¢6

45 isolado 287 CCT2257 140 1,2,3,4,5¢6

46 isolado 288 CCT2342 140 1,2,3,4,5¢6

47 isolado 291 CCT2258 14 1,2,3,4,5¢6

48 isolado 574 CCT2338 NS© 1,2,3,4,5¢6

49 isolado 976 CCT2259 140 1,2,3,4¢6

50 isolado 977 CCT2260 NS@ 1,2,3,4,5¢6

51 isolado 978 CCT2261 50 1,2,3,4,5¢6

52 isolado A.3.3 CCT2344 140 1,2,3,4, €6

53 isolado A.3.5 branco CCT2339 14 1,2,3,4,5¢6

54 isolado A.3.5 rosa CCT2340 140 1,2,3,4,5¢6

55 isolado MTP-2 CCT2264 NS© 1,2,3,4,5¢6

56 isolado B.t.m. CCT2265 8a,80@ [1,2,3,4,5¢6

57 isolado ZOOCAMP CCT0434 33,3 |1,2,3,4,¢6

(0), PRIEST et al. (1988); (4), DE BARJAC et al. (1985); (V), DE BARJAC & FRACHON (1990); (0), Institut Pasteur,
NS, nio sorotipado; 1, testes morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos; 2, petfis eletroforéticos de proteinas totais; 3, perfis
de hibridizagio com o gene 16S rRNA; 4, perfis de hibridizagio com o gene do cristal de B.ti.; 5, perfis de restrigdo do
gene toxigénico digeridos com Sau3Al, 6, teste de sorologia.
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3. 2. Caracterizagio e identificagio de Bacillus a nivel de espécie através de testes

morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos

Os resultados dos testes morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos obtidos para as linhagens de
referéncia e isolados selecionados estio indicados na Tabela 11.

3. 2. 1. Aspecto morfolégico

As coldnias de Bacillus podem apresentar aspecto e tamanho bastante variado. E fato sabido que
as colonias podem variar de acordo com fatores ambientais, ou seja, composigdo ou conteddo de
mistura do meio, temperatura ou atmosfera de incubagio. A excegdo de col6nias muito pequenas,
o tamanho da col6nia pode variar com o niimero de coldnias presentes na placa, composigio do
meio e quantidade de dgar. Os isolados selecionados ndo apresentaram grandes diferengas na
morfologia das colonias. Com excegdo do isolado CCT2261, todos apresentaram colGnias de
tamanho de 3 a S mm de didmetro, forma circular e elevada, borda ondulada, superficie granulosa,
opaca, branca e consisténcia timida enquanto que o isolado CCT2261 apresentou colonia de
tamanho 1,0-1,5 mm de didmetro, forma circular e convexa, borda e superficie lisa, opaca,
pigmentagio branca a amarelada e consisténcia Gmida (Tabela 11).

As células se apresentaram isoladas, em pares ou em cadeias relativamente longas ao
microscopio 6ptico. Todas as células dos isolados apresentaram forma de bastonete, com esporos
e inclusdes cristalinas (Tabela 11). Entre os métodos tradicionais, o tamanho do espordngio € a
morfologia e localizagio dos esporos sio bastante significativos na classificagio dos Bacillus
(PRIEST, 1989a). As espécies de Bacillus podem ser classificadas de acordo com os seguintes
tipos de esporos e caracteristicas de esporingio: (1) elipséide central e mesmo tamanho do
esporangio (B. thuringiensis), (2) elipsoide e esporingio entumescido (B. larvae, B. lentimorbus ¢
B. popilliae (central para terminal) e (3) esférico terminal e espordngio entumescido (B.
sphaericus) (GORDON e¢ al., 1973; SNEATH, 1986; PRIEST, 1989a). Desta forma, os isolados
foram tentativamente caracterizados como thuringiensis, exceto CCT2261 que apresentou maior
semelhanca com B. sphaericus.



3. 2. 2. Caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas

Os estudos de classificagio de Bacillus tem sido baseado no extenso trabalho de GORDON et al.
(1973). Basicamente todos os testes de identificacdo destas bactérias foram realizados de acordo
com a metodologia e meios de cultura recomendado pelos autores citados acima e PRIEST
(1989a). Os testes bioquimicos e fisiolégicos apontam grande similaridade entre o B.
thuringiensis, B. cereus e B. anthracis. Estas espécies apresentam reagio positiva a varios testes
como: hidrélise de caseina, amido, crescimento em NaCl 7 %, lisozima e pH 5,6, degradagio de
tirosina, redugio de nitrato a nitrito, reagao de oxidase e utilizagdo de citrato. Porém, fermentam
poucos aglicares como celobiose € glicose e ndo possuem urease (Tabela 11).

Exceto o isolado CCT2261, os demais isolados podem ser identificados como Bacillus
thuringiensis pela presenga de cristal nas células observadas no microscpio com contraste de
fase. O isolado CCT2261 apresentou reagdes negativas para os seguintes testes: Voges-Proskauer,
produgio de 4cido a partir de carboidratos, hidrélise de amido e caseina, crescimento a NaCl 10
%, urease, redugio de nitrato a nitrito e degradagdo da tirosina. Considerando-se estas
caracteristicas e a morfologia do esporo esférico e esporangio entumescido, o CCT2261 pode ser
identificado Bacillus sphaericus.
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Tabela 11. Caracteristicas fenotipicas das linhagens de referéncia e isolados

testes B. thuringiensis B. sphaericus ATCC14577
(referéncia(l) e isolados(z)) e isolado CCT2261
tamanho da coldnia (mm) 3-5 1,0-1,5
aspecto da colonia circular, elevada, borda | circular, convexa, borda lisa,
ondulada, superficie | superficie lisa, Gmida, opaca ¢
granulosa, dmida, opaca e | brancoa amarelado
branca.
reagao Gram + +
motilidade + +
forma do esporo elipséide esférico
espordngio entumescido - +
presenca de cristal + +
catalase + +
produgdo de 4cido a partir de:
L-arabinose - -
celobiose + -
galactose - -
glicose + -
manitol - -
D-xilose - -
hidrdlise de:
amido + -
caseina + -
Crescimento em:
NaCl 7 % + +
NaCl 10 % ND -
pH 5,6 + -
lisozima + ND
fermentativo + -
oxidativo + +
Voges Proskauer + -
redugdo de nitrato a nitrito + -
degradagio da tirosina + -
atividade hemolitica®®) + -
utilizago de citrato + +
urease - -

(1), Bacillus thuringiensis de referéncias: B.t.i. IPS82, CCT2221, B.tk. HD-1, B.tk. HD-73, B.tt.; (2)
isolados CCT434, CCT2257, CCT2258, CCT2259, CCT2260, CCT2264, CCT2265, CCT2338, CCT 2339,
CCT2340, CCT2341, CCT2342, CCT2343 e CCT2344; (3), os resultados estio ilustrados nas Figuras 5 ¢ 10
(a seguir no texto); ND, nio determinado.



3. 3. Caracterizagio e identificagio do grupo de B. sphaericus e da subespécie de B.
thuringiensis.

3. 3. 1. Teste de sorologia

Dos 13 isolados toxigénicos ao Aedes, um (1) foi sorotipado como H3a, 3b, um (1) como HS,
nove (9) como sorotipo H14 e dois (2) ndo puderam ser sorotipados com os 34 antisoros
existentes no Institut Pasteur. De dois isolados ndo toxigénicos ao Aedes, um (1) foi sorotipado
como H8a,8b e o outro ndo pode ser sorotipado (Tabela 12). DE BARJAC & FRACHON (1990)
classificam as linhagens com sorotipo H3a, 3b como subespécie kurstaki, sorotipo H14 como
israelensis e o sorotipo H8a, 8b como morrisoni ou tenebrionis ou san diego (DE BARJAC &
FRACHON, 1990). O sorotipo H5 corresponde a espécie de Bacillus sphaericus altamente toxica
(DE BARJAC et al., 1985). A Tabela 12 sumariza os dados citados acima.

Com base na sorologia, 9 isolados foram identificados como sendo subespécie israelensis,
1 como kurstakilcomo morrisoni ou san diego ou tenebrionis e uma espécie como sphaericus.

3. 3. 2. Bacillus sphaericus

KRYCH et al. (1980) estudaram a relagio genética de 62 linhagens de B. sphaericus através da
reassociagio do DNA. Através destes resultados, distribuiram o B. sphaericus em 5 grupos de
homologia: I, I1A, 1IB, III, IV e V. A classificagéo de B. sphaericus analisada pela taxonomia
numérica confirma estes grupos distintos (ALEXANDER & PRIEST, 1990). Apenas com base
nas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas, seria impossivel distinguir o grupo IIA
e IIB (SINGER, 1980; SNEATH, 1986). O grande interesse em diferenciar principalmente o
grupo IIA tem sido devido a sua caracteristica de patogenicidade aos mosquitos (principalmente
Culex) e simulideos. Este grupo corresponde ao phenon 3a obtida pela taxonomia numérica de
ALEXANDER & PRIEST (1990) e compreende linhagens com alta e baixa toxicidade (PRIEST,
1992).

DE MURO et al. (1992) sugerem que este grupo patogénico seja uma subespécie separada
de B. sphaericus através de anilise de perfis de hibridizagao com gene 16S rRNA de E. coli.
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Tabela 12. Isolados identificados pela sorologia

isolados toxicidade ao sorologia | subespécie
Aedes fluviatilis H

CCT0434 (+) 3a, 3b kurstaki

CCT2257 + 14 israelensis

CCT2258 + 14 israelensis

CCT2259 + 14 israelensis

CCT2260 + NS NI

CCT2261 + 5 sphaericus(©)

CCT2264 + NS NI

CCT2265 - 8a, 8b morrisoni/san diego/tenebrionis

CCT2338 - NS NI

CCT2339 + 14 israelensis

CCT2340 + ‘14 israelensis

CCT2341 + 14 israelensis

CCT2342 + 14 israelensis

CCT2343 + 14 israelensis

CCT2344 + 14 israelensis

+, toxicidade alta; (+), toxicidade baixa; -, ndo toxica; H, antigeno flagelar; NS, nio sorotipado; NI, ndo
identificado; (©), a nivel de espécie.
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Figura 5. Teste da atividade hemolitica de B. sphaericus: (1) ATCC14577, (2) CCT2261, (3)
SSII-1, (4) 2362 ¢ (5) 31.
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3. 3. 2. 1. Atividade hemolitica de Bacillus sphaericus

As linhagens de B.t. apresentam atividade hemolitica em eritrécitos de carneiro (THOMAS &
ELLAR, 1983; CASTRO, 1990). No entanto, este tipo de informagdo ndo tem sido citado para o
B. sphaericus. Desta forma, foi feito o ensaio de atividade hemolitica de linhagens referéncias
(ATCC14577, SSII-1, 2362 e 31) e o isolado CCT2261.

Este teste nio diferenciou o grupo IIA, patogénico a larvas de mosquitos ou phenon 3a
(SS1I-1, 2362 e 31) do grupo I ndo patogénico (ATCC14577). Nenhuma das linhagens de B.
sphaericus, incluindo o isolado identificado como B. sphaericus (CCT2261) apresentou atividade

hemolitica em sangue de carneiro (Figura 5).

Entretanto, as linhagens de B.t. apresentaram atividade hemolitica (Figura 10). Isto indica
que este teste pode ser itil e/ou alternativo para a diferenciagio de linhagens de Bacillus
sphaericus de Bacillus thuringiensis.

3. 3. 2. 2. Degradagao da adenina

Um teste alternativo e répido para a indicagio de patogenicidade de linhagens de B. sphaericus a
larvas de mosquitos pode ser feita através da degradagdo da adenina (PRIEST & YOUSTEN,
1991). A Figura 6 ilustra a degradagio da adenina pelas diferentes linhagens de B. sphaericus
indicadas como (1) altamente t6xica (linhagem 2362 (BAUMANN e? al.,1987; SINGER, 1988;
DE MURO et al., 1992) e isolado CCT261, toxica a Aedes, Tabela 10), (2) toxicidade baixa
(linhagem SSII-1 (BROADWELL et al., 1990; DE MURO et al.,, 1992) e (3) toxicidade
desconhecida (linhagem 31). J4 a linhagem ndo toxigénica ATCC14577 (KRYCH et al., 1980;
SINGER, 1988), ndo degradou a adenina.

Embora este teste possa diferenciar linhagens toxigénicas e nao toxigénicas, pela
degradagio ou ndo da adenina, as diferentes linhagens toxigénicas nio mostraram correlagido com
os niveis de toxicidade. Por exemplo, a linhagem 2362 altamente téxica apresentou halo menor
que a linhagem SSII-1 de baixa toxicidade e a linhagem 31 de toxicidade desconhecida.
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Figura 6. Teste da degradagao da adenina das linhagens de B. sphaericus: (1) 2362, (2) SSII-1,
(3) ATCC14577, (4) 31 e (5) CCT2261.
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3. 3. 2. 3. Fagotipagem de B. sphaericus

A distingio entre linhagens de Bacillus sphaericus pode ser também melhor avaliada por
fagotipagem. A partir de 54 isolados de Bacillus sphaericus, DE BARJAC et al. (1985)
correlacionaram diferentes sorotipos com diferentes niveis de toxicidade. Os sorotipos H5a, 5b e
H25 mostraram alta toxicidade ao Culex e toxicidade ao Anopheles. Enquanto que H2, Hla
mostraram-se toxicos apenas ao Culex e uma linhagem pertencente ao sorotipo H26a, 26b
apresentou toxicidade ao Anopheles.

A tipagem de Bacillus sphaericus realizada por YOUSTEN (1984) com 10 bacteriéfagos
revelou 7 grupos diferentes. As linhagens pertencentes ao fagotipo do grupo 2 (linhagem 1593,
sorotipo H6), 3 (linhagem 2362, sorotipo H5a, 5b) e 4 (linhagem 2297, sorotipo H25) indicaram
atividades mais altas de toxicidade.

Os resultados obtidos por fagotipagem (Tabela 13) indicam que o isolado CCT2261
apresentou 0 mesmo comportamento que a linhagem referéncia de B. sphaericus 2362, conhecida
como altamente téxica a larvas de mosquitos (grupo 3), o que confirma esse isolado como

pertencente ao grupo ITA ou phenon 3a de B. sphaericus.

Tabela 13. Origem, fagotipo, sorotipo e toxicidade das linhagens de B. sphaericus

. . . bacteriéfago : nivel de
linhagens origem fagotipo A 63 4 134 sorotipo e
ATCC14577() nenhuma
SSII-1 India® 2 + + - -|2a,26@ baixa
2362 Nigéria(2) 3 - - + +|53,5@ alta
31 Turquia(®) 8 + + + +/[92,9¢® alta
CCT2261 | Brasil 3 - -+ +|59 alta

(1), linhagem tipo, grupo de homologia 1 (KRYCH et al, 1980); (2), YOUSTEN (1984); PRIEST &

YOUSTEN (1991); (3), Institut Pasteur.
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3. 3. 2. 4. Perfis de eletroforese de proteinas celulares soliveis totais de B. sphaericus

Para constatar o nivel de similaridade do isolado CCT2261 com as demais linhagens de B.
sphaericus foi efetuado a andlise de proteinas celulares totais por eletroforese em SDS-PAGE. Os
perfis de bandas de proteinas de cada linhagem foram comparadas entre si por meio de programa
de computagio PAGETAX 2.00 (JACKMAN, 1985) e o resultado na forma de dendrograma esti
ilustrado na Figura 7.

As linhagens patogénicas 2362, 31, SSII-1 e CCT2261 apresentam muitas bandas de
protefnas em comum, principalmente as referentes aos pesos moleculares 107, 81 e 20 kD. Estas
bandas foram ausentes ou muito fracas na linhagem ndo patogénica ATCC14577. Em contraste,
apenas a linhagem tipo grupo I (ATCC14577) apresentou uma banda forte de 22 kD. Assim, B.
sphaericus do grupo I e IIA podem ser diferenciados pelas bandas caracteristicas. O isolado
CCT2261 apresentou alta homologia com ambas linhagens de referéncia SSII-1 (0,88) e 2362
(0,72). Estas duas linhagens estio alocadas a0 mesmo grupo taxondmico de B. sphaericus
conforme descrito por KRYCH et al. (1980) e ALEXANDER & PRIEST (1990).

Embora a linhagem 31 apresente bandas em comum com outras linhagens patogénicas,
esta possui o menor coeficiente de correlagio (0,30) quando comparada as demais linhagens. A
linhagem 31 se destaca das demais pela presenga de bandas de 28, 22 e 21 kD e auséncia da banda
de 24 kD.

A porcentagem de similaridade entre as linhagens toxigénicas (SSII-1 e 2362) e nio
toxigénica (ATCC14577) foi de 50 % enquanto que entre as linhagens SSII-1 e 2362 foi de 72 %.
Anilises eletroforéticas feitas por YOUSTEN, citado por SINGER (1988) utilizando estas

" mesmas linhagens revelaram valores de similaridade de 35 ¢ 88 % respectivamente. J4 o trabalho
de KRYCH et al. (1980) indicaram que a linhagem ATCC14577 (grupo I) possui 20 % de
homologia da seqiiéncia de DNA com a linhagem toxigénica SSII-1 (grupo I1A).

Embora o B. sphaericus tenha sido isolados em vdrias partes do mundo, a ocorréncia deste
no Brasil tem sido pouco citada. SCHENKEL et al. (1992) também isolaram 4 linhagens de B.
sphaericus provenientes de solos brasileiros com caracteristicas de patogenicidade, sorologia (H5)
e immunoblotting semelhantes a linhagem 2362. No entanto, andlises de 4cidos graxos destas
linhagens por cromatografia gasosa revelaram pequenas diferengas com a linhagem 2362.
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Figura 7. Perfis eletroforéticos de proteinas celulares soliveis totais de Bacillus sphaericus e

dendrograma correspondente.
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As principais bandas de proteinas do cristal de B. sphaericus 2362 possuem peso
molecular de 43, 63 e 110 kD (BAUMANN et al., 1985; 1988). Nas etapas iniciais de crescimento
de B. sphaericus as bandas de proteinas de 80-95 kD e de 125 kD aparecem com grande
evidéncia. Posteriormente, com a esporulagdo estas bandas desaparecem enquanto que as bandas
de 43, 63 e 110 kD tornam-se mais intensas (BROADWELL & BAUMANN, 1986). Neste
experimento, as bandas de 43 € 63 kD ndo foram muito nitidas enquanto que as de 81 e 110 kD
puderam ser detectadas com maior clareza.

3. 3. 2. 5. Polimorfismos dos fragmentos de restrigio (RFLPs)

3. 3. 2. 5. 1. Obtengdo das sondas moleculares

Através da reacio em cadeia da polimerase (PCR) foram obtidas sondas moleculares do gene 16S
rRNA de B. subtilis S031 e do gene toxigénico de B.ti. (Figura 8). Paralelamente foi efetuada
uma reagio de controle com os mesmos constituintes do PCR, porém sem a adigdo de DNA. O
resultado revelou que a reagio de PCR foi isenta de contaminagGes de outros DNA:s.

O gene 16S rRNA amplificado (PM = 1,8 kb) com ou sem marcagio simultdnea com Dig-
UTP (PM = 1, 7 kb) e padrio de peso molecular estio indicados na Figura 8a. Dada a
complexidade da estrutura quimica e o alto peso molecular de Dig-UTP em relagéo a timina, o R¢
da primeira apresentou ligeiramente menor do que a segunda (AR¢ = 0,05).

A sonda do gene toxigénico de B.t.i. IPS82 (PM = 2,6 kb) obtida por PCR esta indicada
na Figura 8b. Esta sonda corresponde a maior parte do gene da proteina de 130 kD (crylVA e
cryIVB) (Apéndice).
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Figura 8. Sondas moleculares de (a) 16S rRNA e (b) gene toxigénico, obtidos através de PCR

com DNA gendmico de B. subtilis S031 e B. thuringiensis subsp. israelensis 1PS82
respectivamente.

58



3. 3. 2. 5. 2. Perfis de hibridizagio com o gene 16S rRNA

Os fragmentos do DNA gendmico do isolado CCT2261 obtidos com HindlIII e EcoRI e separados
por eletroforese em gel de agarose estdo ilustrados na Figura 9a. Os perfis de hibridizagdo com o
gene 16S rRNA de B. subtilis S031 marcado com Dig-UTP e os fragmentos da Figura 9a estio
indicados na Figura 9b.

Foram obtidos 8 (7,3 a 3,3 kb) ¢ 9 (10,6 a 1,5 kb) bandas de hibridizagdo com os
fragmentos digeridos com Hindlll e EcoRl, respectivamente. Resultados idénticos foram relatados
por DE MURO et al. (1992) na hibridizagio com o gene 16S rRNA de E. coli e fragmentos de
DNA gendmico de linhagens de B. sphaericus do grupo I1A digeridos com HindlIII e EcoRI.

A perfeita identidade dos resultados obtidos neste experimento e os de DE MURO et al
(1992) reforga que o isolado CCT2261 pertence ao grupo IIA e evidencia as regides conservadas
do gene 16S rRNA das linhagens de E. coli e B. subtilis.
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Figura 9. (a) Fragmentos de DNA gendmico do isolado CCT2261 digeridos com HindIIl e EcoRI
e (b) hibridizagdo de (a) com o gene 16S rRNA de B. subtilis.
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3. 4. Bacillus thuringiensis.
3. 4. 1. Teste de atividade hemolitica de Bacillus thuringiensis

De acordo com DE MURO (1988) tanto B. cereus como B. thuringiensis apresentam atividade

hemolitica em eritrécitos de camneiro enquanto que 0 mesmo nio ocorre com B. anthracis.

A Figura 10 ilustra a atividade hemolitica de B. thuringiensis subsp. israelensis (IPS82,
CCT2221), B. thurigiensis subsp. kurstaki (HD-1, HD-73), B. thuringiensis subsp. tenebrionis e
15 isolados citados na Tabela 12.

As linhagens com sorotipo H3a, 3b (B.t.k. HD-1, HD-73 ¢ CCT 0434) e o isolado
(CCT2338) nio sorotipdvel com os antisoros existentes apresentaram hemdlise do tipo a (halo
difuso) enquanto que as demais linhagens (sorotipo H14, H8a, 8b, inclusive as que nao puderam
ser sorotipadas CCT2260 e CCT2264) produziram hemdlise do tipo p (halo claro). ORDUZ et al.
(1992) obtiveram mesmo resultado (halo §) com linhagens B.t.i. 1884 ¢ B.t.m.. Apenas uma nova
subespécie denominada de neoleonensis nao produziu hemdlise em dgar sangue.

Esses resultados confirmam a caracterizagio efetuada para os diferentes isolados e sugere
que os isolados ndo sorotipados podem pertencer a subespécie israelensis ou morrisoni ou
tenebrionis.

Segundo estudos d¢ THOMAS & ELLAR (1983), o cristal solivel d-endotoxina de B.t.i.
IPS78 causa hemélise em vdrios tipos de eritrécitos (cavalo, humano, carneiro, ratos e
camundongos). O mesmo ndo ocorreu com cristal de B.t.k. HD-1. Desta forma, o tipo de cristal
das respectivas bactérias pode influir na atividade hemolitica e ¢ sugerido como um bom teste
indicativo no processo de identificagdo de B.t. txicas a lepidépteros (halo a) e toxicas a dipteros
e coledpteros ( halo B) devido a sua simplicidade e rapidez da andlise.
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Figura 10. Teste da atividade hemolitica de Bacillus thuringiensis. (1), B.t.i. IPS82; (2), B.t.k. HD-73;
(3), B.tk. HD-1; (4), B.ti. CCT2221; (5), CCT2257; (6), CCT2343; (7), CCT2341; (8), B.t.t; (9),
CCT2260; (10), CCT2259; (11), CCT2338; (12), CCT2258; (13), CCT2342; (14), CCT2264; (15),
CCT2340; (16), CCT2339; (17), CCT2344; (18), CCT2265 e (19), CCT0434.

62



3. 4. 2. Perfis eletroforéticos de proteinas celulares soliiveis totais de Bacillus thuringiensis

A Figura 11 ilustra os perfis eletroforéticos de proteinas celulares totais das linhagens de
referéncia e dos isolados de Bacillus thuringiensis e o correspondente dendrograma.

Nio houve separagio de certas bandas de proteinas, resultando em bandas multiplas que
podem ter influenciado na anilise computacional do cluster. Porém, os resultados foram
repetitivos e o perfil de uma linhagem apresentou-se sempre constante. Como esta técnica baseia-
se na comparagio de perfis eletroforéticos foi imprescindivel a padronizagio do meio de cultura e
das condigbes ambientais, como por exemplo, temperatura e tempo de cultivo das linhagens. As
proteinas celulares totais de B.t.i. IPS82 e as proteinas padrdes de peso molecular conhecido
foram aplicadas em cada gel para posterior ajuste das diferengas de corrida da eletroforese entre
os géis.

Os isolados com sorotipo 14 e mais 2 isolados (CCT2260 e CCT2264) que ndo puderam
ser sorotipados apresentaram perfis eletroforéticos de proteinas bem semelhantes caracterizados
principalmente pelas bandas de 20, 25, 36 (ausente apenas no isolado CCT2340) e 72 kD (ausente
apenas no isolado CCT2264). Estes isolados juntamente com os B.t.i. de referéncia (IPS82 e
CCT2221) foram agrupados em um cluster com coeficiente de correlagio (r) ao redor de 0,70.

Empregando esta mesma técnica para outras espécies como Klebsiella (IZARD et al.,
1981), Bordetella e Alcaligenes (KERSTERS et al., 1984), foi encontrado um coeficiente de
correlagdo (r) alto (maior que 0,90). Comparando o nivel de r para diferenciar B.t. pode-se
considerar B.t.i. como espécie separada. Possivelmente, as bandas intensas de proteinas referentes
aos cristais influenciam bastante na andlise do cluster.

O cristal de B.t.i. é constituido de virias proteinas de 135, 128, 78 e 72 kD codificadas por
quatro genes crylV (A, B, C e D). Agregando-se a proteina de 27 kD (gene cytA) ocorre a
formagio de complexo ovéide durante a esporulagio (HOFTE & WHITELEY, 1989).

As bandas de proteinas de alto peso molecular (135 e 128 kD) das linhagens de referéncias
e isolados foram praticamente imperceptiveis.
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Figura 11. Perfis eletroforéticos de proteinas celulares soliveis totais de Bacillus thuringiensis e
dendrograma correspondente.



CASTRO (1990) também nio observou estas bandas. Foram detectadas apenas as bandas
de proteinas de 68, 38, 28 e 17 kD em extrato de B.t.i., as quais devem corresponder as bandas de
proteinas deste experimento, acrescentando-se valores de 3 a 4 kD em todos os pesos
moleculares.

Embora os isolados CCT2260 e CCT2264 nio tenham sido sorotipados com os 34
antisoros existentes no Institut Pasteur, o isolado CCT2260 apresentou alta homologia com os
isolados CCT2257 e CCT2343 (1=0,98). J4 o isolado CCT2264 apresentou coeficiente de
correlagio de 0,66 com as demais linhagens de B.t.i. e se diferenciou principalmente pela auséncia
da banda de 72 kD fortemente apresentada pelas demais linhagens de B.t.i.. Embora a proteina de
72 kD seja citada como relacionada com a produgio de cristal, os resultados aqui obtidos sugerem
que ela ndo deve ser essencial na atuagdo do efeito larvicida de Aedes fluviatilis. Somente o
isolado CCT2340 nio apresentou a banda de 36 kD.

O isolado CCT0434 (sorotipo H3a, 3b) apresentou alta similaridade (r=0,74) com a
linhagem referéncia (B.t.k. HD-1) e distante da B.tk. HD-73 (r=0,18), embora sejam pertencentes
a0 mesmo sorotipo. A linhagem B.tk. HD-73 apresentou melhor semelhanga com o isolado
CCT2265 (sorotipo H8a, 8b) (r=0,63). E interessante salientar que ambas linhagens nido causaram
toxicidade ao Aedes enquanto que CCT0434 e B.t.k. HD-1 apresentaram toxicidade semelhante
(item 2).

As linhagens de sorotipo H3a, 3b (B.tk. HD-1, B.tk. HD-73 e CCT0434), H8a, 8b (B.t.t.
e CCT2265) e o isolado ndo sorotipado, apresentaram banda intensa de 130 e 23 kD (banda fraca
apenas para CCT2338). Dentre estas linhagens, apenas B.tk. HD-1, CCT0434 e B.t.t. ndo
apresentaram banda de 110 kD. Além das bandas da linhagem B.t.k. HD-73 citadas acima, a
Figura 11 ilustra vérias outras bandas intensas de 66, 62, 55, 33 e 30 kD ndo observadas em
outras linhagens.

O gene cryll codifica a proteina de 65 kD que forma inclusdo cubéide em B.t.k. HD-1
(HOFTE & WHITELEY, 1989). Através da Figura 11 pode-se observar uma banda discreta de 65
kD no B.t.k. HD-1.

A proteina que confere a toxicidade a besouros de batatas Colorado indica ser de 72 kD
(HOFTE & WHITELEY, 1989), que pode corresponder a banda de 71 kD observada em B.t.t.
(Figura 11).

65



Como foi dito anteriormente, as subespécies morrisoni, lenebrionis € san diego
apresentam o mesmo sorotipo (H8a, 8b). Através do dendrograma da Figura 11, pode ser
observado que o isolado CCT2265 nio pode ser identificado como subespécie tenebrionis por ter
apresentado coeficiente de cormrelagio baixo (r=0,18) com a linhagem referéncia, sendo
provavelmente morrisoni.

O isolado CCT2338, apesar de ter apresentado cristal nio causou danos ao Aedes € nao se
relacionou com as demais linhagens citadas acima (r=0,07). OHBA & AIZAWA (1986)
observaram que 64 % de isolados de B.t. de solos do Japao nao apresentaram toxicidade a
Bombyx mori, Ae. aegypti ¢ P. tibialis. Através destes dados os autores acima sugerem que as
bactérias com inclusdes cristalinas nio téxicas podem estar distribuidas na natureza em maior
proporgio que as toxicas. MEADOWS et al. (1992) relataram que 55 % de B.t. isolados de
alimentos para animais no Reino Unido ndo apresentaram nenhuma toxicidade em lepidépteros e
dipteros.

3. 4. 3. Polimorfismos dos fragmentos de restrigio (RFLPs)

3. 4. 3. 1. Perfis de hibridizagio com o gene 16S rRNA

Os fragmentos do DNA gendmico de B. anthracis, B. cereus ¢ B. thuringiensis obtidos com
Hindlll e separados por eletroforese em gel de agarose estao ilustrados na Figura 12. Esses
fragmentos foram transferidos para membrana de nitrocelulose e hibridizados com a sonda
marcada do gene 16S rRNA de B. subtilis S031 (Figura 13). O dendrograma obtido a partir destes
dados indica certa correspondéncia com os diferentes sorotipos (Figura 14).

Todas as linhagens de referéncia designadas com prefixo "S" utillizadas neste trabalho,
foram classificadas por taxonomia numérica (PRIEST et al., 1988). E interessante notar que a
distribuicio das linhagens de B.t. e B. cereus por perfis de hibridizagdo com o gene 16S IRNA
corresponderam com a divisdo dos sub-clusters da taxonomia numérica realizado pela equipe do
Dr. Fergus G. Priest (Figura 14). Apenas o entomocidus demonstrou ser uma subespécie distante
das demais enquanto que pela taxonomia numérica se enquadra no grupo 11G onde agrupam
linhagens com sorotipo 4 e 1.
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PRIEST e al. (1988)
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Dendrograma obtido da hibridizagao dos fragmentos de DNA, digeridos com Hindlll,

Figura 14.
de Bacillus anthracis, B. cereus € B. thuringiensis com sonda 16S rRNA.
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A membrana hibridizada indica que as subespécies de B.t. apresentam grande variabilidade
nos perfis dos genes rRNA. Estes perfis variaram de 6 a 11 bandas com peso molecular entre 2 a
23 kb e porcentagem de similaridade de 20 a 100 %. As linhagens de B.t. podem ser agrupadas em
3 clusters principais com homologia de até 40 %.

Todas as linhagens da subespécie israelensis apresentaram perfis de hibridizagao com o
gene 16S rRNA idénticos com 8 bandas de hibridizagdo. Da mesma forma resultou a subespécie
morrisoni, porém com 7 bandas de hibridizagao. Ambas subespécies acarretam toxidade a larvas
de dipteros, porém o CCT2265 nio demonstrou toxicidade ao Aedes. As subespécies israelensis e
morrisoni apresentaram perfis de restrigio do gene de 16S rRNA semelhantes (83% de
homologia) diferenciando-se apenas pela auséncia da banda de 9,8 kb no morrisoni. Estas
linhagens se diferenciam também no teste de sorologia. O sorotipo da subespécie israelensis €
H14 enquanto que a morrisoni é H8a, 8b, bem como, as subespécies tenebrionis e san diego (DE
BARJAC & FRACHON, 1990).

A subespécie morrisoni pode ser distinguida da subespécie tenebrionis através dos perfis
de hibridizagio com o gene 16S rRNA (58 % de homologia). Esta linhagem possui alguma
similaridade com B. anthracis (pelo menos 70 %) e Bacillus cereus DSM31 (linhagem tipo) (73
%). Cada linhagem de B. anthracis apresentou bandas distintas na regido de 5,8 a 3,3 kb. As
bandas diferenciais das linhagens BA1, BA6, BA68 ¢ BA69 foram de 3,4; 5,7; 4,8 e 4,1 kb
respectivamente.

As subespécies subtoxicus e entomocidus tem sido descritas como idénticas por testes
sorolégicos (DE BARJAC & FRACHON, 1990) e padroes de esterase (DULMAGE et al., 1981).
Entretanto, os perfis de hibridizagio com o gene 16S rRNA indicaram que entomocidus é a
subespécie mais distante das demais com apenas 20 % de homologia. PREFONTAINE et al.
(1987) também comprovaram a distingdo entre as subespécies subtoxicus e entomocidus através
da hibridizagio com oligonucleotideos especificos do gene d-endotoxina de B. thuringiensis.

As subespécies dendrolimus e sotto foram classificadas como sendo a mesma subespécie
pelos autores acima e por testes sorol6gicos (DE BARJAC & FRACHON, 1990). Os dados da
Figura 14 indicaram também similaridade de 70 % entre dendrolimus e sotto T4001 sendo a
subespécie sotto S468 atipica (34 %).

O isolado CCT0434 identificado como B.t.k. pela sorologia apresentou o mesmo perfil de
hibridizagio com o gene 16S rRNA das outras linhagens de B.t.k. (HD-1, HD-73 e S466). Apenas
uma linhagem kurstaki T3A002 apresentou-se ligeiramente diferente (90 % de homologia).
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Os fragmentos do DNA gendmico de B. anthracis, B. cereus € B.t.i. digeridos com EcoRl
(Figura 15) foram também hibridizados com 16S rRNA marcado com Dig-UTP (Figura 16).
Embora os perfis de hibridizagdo do gene 16S rRNA com fragmentos de HindIIl e EcoRI
apresentem boa correspondéncia entre si, o dltimo revelou maior diversidade.

A subespécie morrisoni se diferencia mais da israelensis em relagio ao RFLP (digerido
com HindIII) apresentando bandas de hibridizagdo adicionais de 6,0 e 1,9 kb, porém a de 1, 3 kb
se encontra ausente.

Todos B.t.i. mostraram o mesmo perfil de hibridizagio com o gene 16S rRNA (digestao
com EcoRI) com 12 bandas de hibridizagio reforgando a similaridade na organizagido do gene
IRNA.

A linhagem B.t.k. HD-1 apresentou mesmo RFLP da B.t.k. HD-73, porém com uma banda
de hibridizacio extra de 4,3 kb. '

Entre 4 linhagens de B. anthracis estudadas neste trabalho 2 mostraram RFLPs idénticos.
A linhagem BA1 apresentou uma banda adicional de 7,2 kb e a linhagem BA68 exibiu uma banda
de 7,8 kb ao invés de 6,0 kb observadas nas outras linhagens de B. anthracis. Esta linhagem
atipica tem mostrado maior semelhanga com B. cereus DSM31 (73 %) e com a subespécie
tenebrionis (88 %) do que em relagio a outras linhagens anthracis (70 %) pelo RFLPs com
HindIIl. Outras linhagens de B. cereus usadas neste estudo apresentaram dispersas entre as
diversas linhagens de B. thuringiensis. Andlises de taxonomia numérica revelaram que estas
mesmas linhagens de B. cereus podem ser alocadas em sub-clusters diferentes (PRIEST et al.,
1988).

Através da anilise de seqiiéncias de 16S rRNA, a linhagem de B. cereus (tipo) e B.
anthracis foram consideradas como mesma espécie. Outras linhagens de B. cereus se diferenciam
das demais linhagens em apenas um par de base (ASH et al., 1992).

O isolado CCT2338 nio identificado pela sorologia e testes anteriores, apresentou certa
similaridade com B. cereus S74 (63 %).
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3. 4. 3. 2. Hibridiza¢io com sonda do gene do cristal 130 kD do B.ti. IPS 82

A hibridizagio Southern blotting foi realizada com linhagens de B. anthracis, B. cereus ¢ B.
thuringiensis usando genes crylVA e crylVB de B.t.i. IPS82 como sonda (Figura 8b). Pelo menos
uma linhagem de cada subespécie de B. thuringiensis foi escolhida para este experimento (Tabela

4).

As linhagens nio pertencentes a subespécie israelensis nio apresentaram nenhuma
hibridizagio com a sonda do gene toxigénico de B.t.i. (dados nao mostrados). A hibridizagédo com
o gene do cristal foi observada somente com 0 préprio DNA da linhagem de referéncia (B.t.i.
IPS82) e de isolados identificados previamente neste trabalho como B.t.i. (Figura 17). Isto
evidencia a especificidade da sonda molecular utilizada e a diferenciagdo desta com as toxinas de
outras subespécies.

Os fragmentos de DNA obtidos por EcoRI e HindIlI apresentaram 2 (11,0 € 9,4 kb) e 3
(5,3; 3,6 € 2,3 kb) bandas de hibridizagio respectivamente. Apenas a linhagem CCT2257
apresentou uma banda extra de 14,8 kb (digerido com EcoRI), provavelmente devido a digestao
incompleta.

3. 4. 4. Perfis de restri¢ao do gene toxigénico digeridos com Sau3Al

Em geral, os genes responsiveis pela produgio de toxina de B.t.i. sdo plasmidiais (PRIEST,
1992). Como a extragio de plasmidio de B.t.i. nio é obtida com facilidade, além de consumir
longo tempo de manuseio, optou-se em amplificar o gene toxigénico referente ao cristal 130 kD
de B.t.i. e observar o perfil de restri¢do do gene toxigénico.

CAROZZI et al. (1991) produziu duas sondas moleculares de crylVA e crylVB de 0,8 e
1,3 kb com os seguintes pares de oligodeoxinucleotideos como primers Dip-1A & Dip-1B e Dip-
2A & Dip2B respectivamente.

Ao invés de amplificar parte pequena da toxina de B.t.i. como CAROZZI et al. (1991)
optou-se produzir sonda de tamanho maior (PM = 2,6 kb), escolhendo os primers Dip2A e DiplB
(Apéndice) mencionados pelos mesmos autores citados acima.
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As linhagens de referéncia B.t.i. IPS82 e todos os isolados identificados como B.t.i. pelo
perfil eletroforético de proteinas celulares totais, testes sorolégicos e perfil de restrigdo do gene
16S rRNA foram submetidos a reagio em cadeia de polimerase com os primers de
oligonucleotideos do gene do cristal 130 kD (crylIVA e crylVB).

A amplificagdo deste gene toxigénico (Figura 18a) produzindo fragmentos de mesmo peso
molecular sio indicativos de que provavelmente a seqiiéncia de DNA toxigénico sao idénticas.

A partir do conhecimento da seqiiéncia do gene toxigénico de B.t.i. fornecida por
CHUNGJATUPORNCHAI et al. (1988) (Figura 1, Apéndice), este foi analisado pelo programa
Sequaid que indicou 10 fragmentos possiveis com a digestio de Sau3Al (62, 69, 75, 85, 180, 186,
249, 432, 555 e 717 bp).

Nio foi possivel a detecgido dos 10 fragmentos Sau3Al, devido provavelmente a digestio
incompleta ou 2 falta de definicdo dos fragmentos menores. Embora o peso molecular de cada
fragmento ndo pode ser determinado adequadamente apds digestdo devido 2 auséncia de padroes
de peso molecular mais precisos, provavelmente as bandas apresentadas na Figura 18b
correspondem aos valores de 717, 555, 432, 249 e 186 kb. Uma banda extra de 600 kb pode ser
observada em intensidade menor em relagio a demais bandas, principalmente no isolado
CCT2340, o que indica ser digestdo parcial que pode conter os fragmentos de baixo peso
molecular nio visualizados (180, 85, 75, 69 e 62).

Embora a Figura 18b exiba apenas 6 bandas com Sau3Al, todas as linhagens de B.t.i.
mostraram o mesmo perfil de fragmentos de restrigao confirmando os resultados anteriores de que
o B.ti. é um grupo bastante homogéneo com seqiiéncias altamente conservadas para o gene da

toxina.
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CONCLUSOES

1. O isolado CCT2261 foi identificado como sendo B. sphaericus através de testes morfolégicos,
bioquimicos e fisiolégicos. Testes de atividade larvicida, fagotipagem (fagotipo 3) e sorologia (H
5 ) indicaram similaridade com a linhagem referéncia 2362. Porém, perfis eletroforéticos de
proteinas celulares totais revelam semelhanga maior com a linhagem SSII-1 (r=0,88) do que com a
linhagem 2342 (r=0,72).

(2) Enquanto o B. sphaericus nio apresentou nenhuma atividade hemolitica em eritrocitos de
carneiro, o B.t. apresentou resultados diferenciais (halo a ou ). Este teste indicou ser bastante
simples e rapido para o processo de identificagdo de linhagens de B.t..

(3) O perfil eletroforético de proteinas celulares totais demonstrou que 9 isolados com sorotipo
H14 e dois isolados nio sorotipados com os antisoros existentes podem ser identificados como
subespécie israelensis. Estas linhagens podem ser distinguidas de linhagens referéncias téxicas a
lepidépteras e coleépteras. Em vista disto, a eletroforese de proteinas celulares totais de B.t. pode
ser um método alternativo para identificacdo de B. thuringiensis.

(4) Através de perfis eletroforéticos de proteinas totais, o isolado CCT0434 revelou alta
similaridade com o B.tk. HD-1 (r = 0,74) enquanto que os perfis de hibridizagdo com o gene 16S
rRNA indicaram ser linhagens idénticas. »

(5) Apesar do isolado CCT2265 e a linhagem de referéncia B.t.k. HD-73 possuirem sorotipos
diferentes (H8a, 8b e H3a, 3b respectivamente), estas apresentaram certa similaridade observada
pela nio toxicidade ao Aedes e perfis eletroforéticos de proteinas totais (r = 0,63). Esta técnica
revelou também que a linhagem referéncia B.t.t. com mesmo sorotipo do isolado (H8a, 8b) foi
bastante diferente do isolado, indicando pertencer & morrisoni. O isolado CCT2265 pode ser
confirmado como pertencente a subespécie morrisoni, uma vez que os perfis de hibridizagdo com
o gene 16S rRNA foram idénticos aos das referéncia T8001 e T8002.
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(6) Apesar do isolado CCT2338 nio causar danos a larvas de Aedes, néo precipitar com nenhum
dos antisoros do Institut Pasteur e nio apresentar boa similaridade com as demais linhagens, este
pode apresentar toxicidade a outras familias ou géneros de larvas devido a atividade hemolitica
tipo (a), semelhante ao observado a linhagens com sorotipo H3a,3b (t6xicas a lepid6pteros).

(7) Os isolados identificados a nivel de subespécie como israelensis (B.t.i.) por sorologia e/ou
perfis eletroforéticos de proteinas totais revelaram os mesmos RFLPs (perfis de hibridizagao com
o gene 16S TRNA e com o gene do cristal do B.t.i.). Também os perfis de restrigao do gene
toxigénico digerido com Sau3Al revelaram serem idénticos. Diante destes resultados, ha
indicagbes de que o B.t.i. é uma subespécie bastante homogénea e com seqi€ncias do gene da
toxina altamente conservadas o que permite diferencid-los dos demais B.t..

(8) A sonda do gene do cristal de B.t.i. demonstrou ser bastante especifico para as linhagens de
B.t.i, indicando ser eficiente na utilizagdo como sonda para identificagéo de B.t.i..

(9) A distribuigdo das linhagens de B.t. apresentaram correspondéncia aos testes sorolégicos (DE
BARJAC & FRACHON, 1990) e clusters de taxonomia numérica (PRIEST et al., 1988). As
linhagens B. cereus e B. anthracis encontram-se dispersas entre as linhagens de Bacillus
thuringiensis. Isto indica que estas linhagens sdo muito préximas e que podem ser consideradas
como mesma espécie do ponto de vista taxondmico.
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APENDICE

1. Abreviaturas

bp
B.t.
B.t.i.
B.t.k.
B.t.m.
B.t.t.

CCT
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dTTP
dUTP
Dig
EDTA

pares de bases

Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
Bagcillus thuringiensis subsp. morrisoni
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis
concentragio letal de 50 % de larvas.
Colegio de CulturasTropical
desoxiadenosina 5'-trifosfato
desoxicitidina 5'-trifosfato
desoxiguanosina 5'-trifosfato

icido desoxirribonucléico
desoxirribonucluosideo 5'-trifosfato
desoxitimidina 5'-trifosfato
desoxiuridina 5'-trifosfato

digoxigenina

icido etilenodiaminatetracético

grama

103 pares de bases

103 Dalton

litro

logaritmo da base 10

concentragio Molar

103 Ampere

micro (10-6) grama

micro (10-6) litro

mili (10-3) grama

mili (10-3) mol

minuto

mili (10-3) litro
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pmol pico (10-12)mol

M, peso molecular padrio de proteinas

PAGE gel de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

p-m. peso molecular

PCR reagio em cadeia da polimerase (Chain Reaction Polymerase)

pN peso/volume

r coeficiente de correlagio Pearson Product Moment

R¢ distincia de migragio de proteinas/DNA

RFLP polimorfismo dos fragmentos de restrigio (Restriction Fragments Len gth
Polymorphisms)

RNA 4cido ribonucléico
RNA RNA ribossémico

RNase ribonuclease

S coeficiente de sedimentagdo de Svedberg

SDS dodecil sulfato de sédio (sodium dodecil sulphate)
Tris Tris (hidroximetil) aminoetano

U Unidade de atividade enzimatica

UFC Unidade Formadora de Col0nias

UPGMA Método de agrupamento em pares sem atribuigdo de peso, usando médias algoritimas
(Unweighted Pair Group Method using Algorithm).
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2. A composigio dos meios de cultura utilizados nos (1) testes de identificagdo e caracterizagdo e
(2) extragio de DNA de Bacillus estdo descritos a seguir:

1. Agar nutriente(1):

peptona 5g1
extrato de carne 3g/l
agar 15g/

2. Meio de fermentagio(1):

(NH,4),HPO, 1,0 g/
KC 0,2 g/
MgSO4 0,2 g1
extrato de levedura 0,2¢g/
dgar 15g1

O pH foi ajustado a 7,0. Ap6s a esterilizagdo, foi adicionado 15 ml de pirpura de
bromocresol 0,04 % e aglicar teste na concentragio final de 0,5 %.

3. Crescimento a pH 5,7
(a) Agar Bacto dextrose de Sabouraud

neopeptona 10gh
dextrose 40 g/l
dgar 15g/l
pH 5,6
(b) Caldo Dextrose de Sabouraud

~ neopeptona 10 g/1

. dextrose 20 g/l
pH 5,7

4. Meio modificado(1):

triptona 10,0 g/l
extrato de levedura 1,0 g/l
glicose 10,0 gh
plrpura de bromocresol 0,04 g/l
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agar 20,0 gN

pH 7

5. Caldo de glicose(1):
peptona Sgh
K>;HPO4 5¢g/1
glicose S5g/
Ajuste de pH 7

6. Meio de Citrato de Simmon

MgS04.7 H,0 0,2 g/
(NH4)2HPO4 1,0 gi
NaCl 50 g/
K,HPO4 1,0 gl
citrato de sédio 2,0 g/l
agar 15,0 g/
azul de bromotimol 0,08 g/1

7. Christensen(1)

peptona 1,0 gf

NaCl 50 g

KH,PO, 20 g/ |

glicose 1,0 gl

uréia (20 %) 20,0 g/

vermelho de fenol 0,012 g/l

agar 150 g/l
8. Caldo/Agar NYSM()

caldo nutriente conforme instrugoes do fabricante

extrato de levedura 0,05 %

MnCl, 5x10°M

CaCl, 7x104M

MgCl, 5x103M
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8. Sal de Spizizen (2):
(NHg4),SO4
K,HPO,
KH,PO,
citrato trisédico.2 H0
MgSO, 7 H,0
FeCl,
CaCl,
ZnCl,
MnCl,

2,0 g/l
14,0 g/l
6,0 g/l
1,0 g/
0,2g/
104 M
104 M
104 M
104 M



ATGAATTCAGGCTATCCGTTAGCGAATGACTTACAAGGGTCAATGAAAAACACGAACTATAAAGATTGGCTAGCCA
TGTGTGAAAATAACCAACAGTATGGCGTTAATCCAGCTGCGATTAATTCTTCTTCAGTTAGTACCGCTTTAAAAGTA
GCTGGAGCTATCCTTAAATTTGTAAACCCACCTGCAGGTACTGTCTTAACCGTACTTAGCGOGGTGCTTCCTATICT
ﬁ'_gc‘jpcAcrAATAcrccmcccchAAAGAGmGGAATGAmCATGACCAATACAGGGAATCITATrGATCAA
ACTGTAACAGCTTATGTACGAACAGATGCAAATGCAAAAATGACGGTTGTGAAAGATTATITAGATCAATATACAA
CTAAATTTAACACTTGGAAAAGAGAGCCTAATAACCAGTCCTATAGAACAGCAGTAATAACTCAATTTAACTTAAC
CAGTGCCAAACTTCGAGAGACCOGCAGTTTATTTTAGCAACTTAGTAGGTTATGAATTATTGTTATTACCAATATACG
CACAAGTAGCAAATTTCAATTTACTTTTAATAAGAGATGGCCTCATAAATGCACAAGAATGGTCTTTAGCACGTAG
TGCTGGTGACCAACTATATAACACTATGGTGCAGTACACTAAAGAATATATIGCACATAGCATTACATGGTATAAT
AAAGGTTTAGATGTACTTAGAAATAAATCTAATGGACAATGGATTACGTTTAATGATTATAAAAGAGAGATGACTA
TTCAAGTATTAGATATACTCGCTCTTTTTGOCAGTTATGATCCACGTCGATACCCTGCGGACAAAATAGATAATACG
AAACTATCAAAAACAGAATTTACAAGAGAGATTTATACAGCTITAGTAGAATCTCCTTCTAGTAAATCTATAGCAG
CACTGGAGGCAGCACTTACACGAGATGTTCATITATTCACTTGGCTAAAGAGAGTAGATTTCTGGACCAATACTAT
ATATCAAGATTTAAGATTTTTATCTGOCAATAAAATTGGGTTTTCATATACAAATTCTTCTGCAATGCAAGAAAGTG
GAATTTATGGAAGTTCTGGTTTTGGTTCAAATCTTACTCATCAAATTCAACTTAATTCTAATGTTTATAAAACTTCTA
TCACAGATACTAGCTCCOCCTCTAATCGAGTTACAAAAATGGATTTCTACAAAATIGATGGTACTCTTGCCTCTTAT
AATTCAAATATAACACCAACTCCTGAAGGTTTAAGGACCACATITITTGGATTTTCAACAAATGAGAACACACCTA
ATCAACCAACTGTAAATGATTATACGCATATITTAAGCTATATAAAAACTGATGTTATAGATTATAACAGTAACAG
GGTTTCATTTGCTTGGACACATAAGATTGTTGACCCTAATAATCAAATATACACAGATGCTATCACACAAGTTCOGG
OOGTAAAATCTAACTTCTTGAATGCAACAGCTAAAGTAATCAAGGGACCTGGTCATACAGGGGGGGATCTAGTTGC
TCTTACAAGCAATGGTACTCTATCAGGCAGAATGGAGATTCAATGTAAAACAAGTATTTTTAATGATCCTACAAGA
AGTTACGGATTACGCATACGTTATGCTGCAAATAGTCCAATTGTATTGAATGTATCATATGTATTACAAGGAGTTTC
TAGAGGAACAACGATTAGTACAGAATCTACGTTTTCAAGACCTAATAATATAATACCTACAGATTTAAAATATGAA
GAGTTTAGATACAAAGATCCTTTTGATGCAATTGTACCGATGAGATTATCTTCTAATCAACTGATAACTATAGCTAT
TCAACCATTAAACATGACTTCAAATAATCAAGTGATTATTGACAGAATCGAAATTATTCCAATCACTCAATCTGTAT
TAGATGAGACAGAGAACCAAAATTTAGAATCAGAACGAGAAGTTGTGAATGCACTGTITACAAATGACGCGAAAG
ATGCATTAAACATTGGAACGACAGATTATGACATAGATCAAGCOGCAAATCTTGTGGAATGTATITCTGAAGAATT
ATATCCAAAAGAAAAAATGCTGTTATTAGATGAAGTTAAAAATGOGAAACAACTTAGTCAATCTOGAAATGTACTT
CAAAACGGGGATTTTGAATCGGCTACGCTTGGTTGGACAACAAGTGATAATATCACAATTCAAGAAGATGATCCTA
TTTTTAAAGGGCATTACCTTCATATGTCTGGGGOGAGAGACATTGATGGTACGATATTTCCGACCTATATATTCCAA
AAAATTGATGAATCAAAATTAAAACCGTATACACGTTACCTAGTAAGGGGATITGTAGGAAGTAGTAAAGATGTAG
AACTAGTGGTITCACGCTATGGGGAAGAAATTGATGCCATCATGAATGTTCCAGCTGATITAAACTATCTGTATCCT
TCTACCTTTGATTGTGAAGGGTCTAATCGTTGTGAGACGTCCGCTGTGCOGGCTAACATIGGGAACACTTCTGATAT
GTTGTATTCATGCCAATATGATACAGGGAAAAAGCATGTOGTATGTCAGGATTCCCATCAATTTAGTTTCACTATTG
ATACAGGGGCATTAGATACAAATGAAAATATAGGGGTTTGGGTCATGTTTAAAATATCTTCTCCAGATGGATACGC
ATCATTAGATAATTTAGAAGTAATTGAAGAAGGGOCAATAGATGGGGAAGCACTGTCACGCGTGAAACACATGGA
GAAGAAATGGAACGATCAAATGGAAGCAAAACGTICGGAAACACAACAAGCATATGATGTAGCGAAACAAGCCAT)
TGATGCTTTATTCACAAATGTACAAGATGAGGCTTTACAGTITGATACGACACTCGCTCAAATTCAGTACGCTGAGT
ATTTGGTACAATCGATTCCATATGTGTACAATGATTGGTTGTCAGATGTTCCAGGTATGAATTATGATATCTATGTA
GAGTTGGATGCACGAGTGGCACAAGCGCGTTATTTGTATGATACAAGAAATATTATTAAAAATGGTGATTTTACAC
AAGGGGTAATGGGGTGGCATGTAACTGGAAATGCAGACGTACAACAAATAGATGGTGTTTCTGTATIGGTTCTATC
TAATTGGAGTGCTGGCGTATCTCAAAATGTCCATCTCCAACATAATCATGGGTATGTCTTACGTGTTATTGCCAAAA
AAGAAGGACCTGGAAATGGGTATGTCACGCTTATGGATTGTGAGGAGAATCAAGAAAAATTGACGTTTACGTCTTG
TGAAGAAGGATATATTACGAAGACAGTAGATGTATTCOCAGATACAGATCGTGTACGAATTGAGATAGGCGAAAC
OGAAGGTTCGTTTTATATCGAAAGCATTGAATTAATTTGCATGAACGAGTGA

Figura 19. Seqiiéncia do gene toxigénico referente ao cristal . 130 kDa do B.t.i
(CHUNGJATUPORNANCHAI et al., 1988). O primer.
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