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RESUMO

LARA, Ana Paula de Souza Stori de. Expressao heterdloga da toxina Cry 11Aa de
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1919) var. israelensis em Escherichia coli
(Escherich, 1885), visando o controle biolégico . 2013. 51f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de PdOs-Graduacdo em Parasitologia. Universidade Federal
de Pelotas.

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva, de ocorréncia ubiqua,
anaerobica facultativa, formadora de esporos. Produz cristais, como inclusdes
parasporal durante a esporulacédo. Estas inclusbes contém proteinas chamadas de
0-endotoxinas, que sdo bem conhecidas pelas suas propriedades inseticidas. Dentre
elas as toxinas Cry (crystal) sdo largamente empregadas no controle biolégico de
pragas. As d-endotoxinas tém a vantagem de serem mais especificos do que os
inseticidas quimicos sintéticos, portanto, sdo considerados como agentes de
controles favoraveis ao meio ambiente. O objetivo deste estudo foi a obtencédo da
proteina Cry 11Aa recombinante de Bacillus thuringiensis var. israelensis em Escherichia coli,
ativa, para utilizagdo no controle biol6gico.Duas cepas de E. coli de expressao foram
testadas: BL 21 (DE3) C41 e BL 21 (DE3) Ril. A proteina Cry 11Aa foi expressa e
secretada na forma solUvel pelas duas cepas. A expressdo foi demonstrada por
Western blot utilizando-se anticorpo monoclonal anti-histidina. A cepa BL 21 (DE3)
C41 expressou a proteina Cry 11Aa ~3.6 vezes mais que a cepa BL 21 (DE3) Ril, e
apresentou, em teste biolégico, uma eficacia de 95% de mortalidade sobre larvas de
Culex quinquefaciatus. Com 0s dados obtidos neste trabalho podemos sugerir que a
proteina recombinante Cry 11Aa expressa em E. coli € um potencial candidato para
ser utilizado no controle biolégico.

Palavras chave: Bacillus thuringiensis. Culex quinquefaciatus. Proteina Cry 11Aa. Western
Blot. delta-endotoxinas.



ABSTRACT

LARA, Ana Paula de Souza Stori de. Expresséao heterdloga da toxina Cry 11Aa de
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1919) var. israelensis em Escherichia coli
(Escherich, 1885), visando o controle biolégico . 2013. 51f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de PdOs-Graduacdo em Parasitologia. Universidade Federal
de Pelotas.

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive bacteria, ubiquitous, facultative anaerobic,
and form spores. During sporulation produce a parasporal crystals inclusion. Within
these inclusions there are ®&-endotoxin proteins well known for its insecticides
proprieties. Among them, the Cry (crystal) is wide employed for biological control of
plagues. The &-endotoxin has an advantage of been more specific than chemical
insecticides, thus been consider more favorable for the environment. The aim of this
study was to obtain the Cry 11Aa recombinant protein of Bacillus thuringiensis var.
israelensis in Escherichia coli, active for use in biocontrol. Two expression E. coli strains
were tested: BL 21 (DE3) C41 and BL 21 (DE3) Ril. The protein Cry 11Aa was
expressed and secreted in a soluble form by the two strains. The expression was
demonstrated by Western Blot using anti-histidin monoclonal antibody. The strain BL
21 (DE3) C41 express the protein Cry 11Aa ~3.6 times more than the strain Rill, and
showed a biologic efficiency of 95% of mortality for Culex quinquefaciatus larvae. The
data obtained in this study suggest that the protein recombinant Cry 11Aa expressed
in E. coli has a potential to be used in biological control.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Culex quinquefaciatus. Protein Cry 11Aa. Western Blot.
Delta-endotoxin.
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1 INTRODUCAO

O controle de pragas na agricultura e de insetos vetores de importantes
zoonoses € alcancada principalmente através do uso de inseticidas quimicos. No
entanto, a utilizacdo destes pesticidas quimicos conduziu a varios problemas,
incluindo a poluicdo ambiental e aumento dos efeitos sobre a sadde humana. A
selec@o de populacdes resistentes do inseto também causou surtos significativos e
um nuamero maior de pragas secundarias (DEVINE; FURLONG, 2007). Apesar de
todo avanco na area médica e no desenvolvimento de novos produtos quimicos, as
doencas transmitidas por mosquitos, incluindo a maléria, filariose, dengue e
encefalites virais, continuam vitimando pessoas ao redor do mundo. A cada ano,
cerca de um bilhdo de pessoas sdo acometidas por doencgas graves causadas por
organismos patogénicos veiculados por insetos vetores (PETRY et al., 2004). Os
trés principais géneros que incluem a maioria dos patdgenos humanos s&o:
Anopheles, Culex e Aedes. O controle satisfatorio destas populagdes de mosquitos é
impedido pela sua enorme habilidade reprodutiva e flexibilidade genética, que se
manifesta através do desenvolvimento de resisténcia a inseticidas, levando a
constante procura por novos produtos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).

A espécie Culex quinquefaciatus € cosmopolita e distribui-se por quase todas as
regides do mundo. No Brasil, esta espécie esta disseminada em todos o0s centros
urbanos, geralmente associados &as condicbes precarias de saneamento,
principalmente relacionadas a aguas residuais (URNINATTI et al.,, 2002). No
municipio de Pelotas, o clima permite o desenvolvimento de C. quinquefaciatus durante
todo o ano, e ocorrem no minimo 15 ciclos aquéaticos anuais (RIBEIRO et al., 2004).
Além de seu papel como vetor de agentes etiologicos causadores de doencas ao
homem, C. quinquefaciatus causa problemas secundarios de saude em inUmeras areas
urbanizadas do Brasil, gerando um forte incbmodo, causado pelas picadas, sons
emitidos e alergias, contribuindo para a diminuicdo da qualidade de vida da
populacdo (CHALEGRE, 2008).
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O termo controle bioldgico foi empregado pela primeira vez em 1919 por H.
S. Smith, para designar o uso de inimigos naturais para o controle de insetos-praga.
Posteriormente, essa expressdo foi usada para designar todas as formas de
controle, alternativas aos produtos quimicos, que envolvessem métodos bioldgicos
(KAGIMURA et al.,, 2011). A utilizacdo do controle biolégico de insetos tem-se
mostrado uma promissora alternativa ao controle quimico pela seguranca e
eficiéncia que oferece e, principalmente, por ser alternativa economicamente viavel e
socialmente desejavel (COOK, 1993).

O bioinseticida mais bem sucedido usado para controle de insetos é a
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), que atualmente representa 2% do total do mercado
de inseticidas. Confere atividade inseticida contra os estagios larvais de diferentes
ordens de insetos (RAYMOND et al., 2010). As toxinas Cry e Cyt (citotdxicas) sao
produzidas como protoxinas sendo solubilizadas no lumen do intestino por
proteases, tornando-se ativas e lesando as células alvo (BRAVO et al., 2005). A
utilizacdo de Bt em programas de controle biolégico € uma alternativa eficaz e
menos agressiva ao meio ambiente.

A familia de 6-endotoxinas Cry 11 compreende proteinas de 66-72 KDa
ativas principalmente para dipteros. A ativacdo proteolitica desta toxina remove 28
residuos de aminodcidos da porcdo N-terminal da protoxina e promove uma
clivagem intramolecular resultando em fragmentos de aproximadamente 38 e 32
KDa (YAMAHIWA et al., 2002). A toxina Cry 11Aa € a mais ativa encontrada no
cristal de Bti contra larvas de A. aegypti. ESsa toxina apresenta, ainda, atividade para
larvas de Culex sp. e Anopheles sp. (FERNANDEZ et al., 2005).

No presente trabalho foi clonado e expresso o gene que codifica a proteina
Cry 11Aa de Bacillus thuringiensis var. israelensis em Escherichia coli. A expressao da
proteina recombinante foi confirmada através de Western blot e sua agéo inseticida

através de bioensaio contra larvas de Culex quinquefaciatus.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Obter a proteina Cry 11Aa recombinante de Bacillus thuringiensis var. israelensis

em Escherichia coli, ativa, para utilizacdo no controle bioldgico.

2.2 Objetivos especificos:

- Transformar cepas de E. coli com 0 gene que expressa a proteina Cry 11Aa
de B. thuringiensis;

- Expressar e purificar a proteina,

- Verificar a acdo da proteina recombinante Cry 11Aa sob imaturos de Culex

quinquefaciatus.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis pertence a familia Bacillaceae e ao complexo taxonémico
Bacillus cereus (GLARE; O ‘CALLAGHAN, 1998). E uma bactéria Gram-positiva e
entomopatogénica, aerobica ou anaerdbica facultativa naturalmente encontrada no
solo. Durante a fase de esporulacdo, as bactérias sintetizam proteinas que se
acumulam na periferia dos esporos na forma de cristais (PEFEROEN, 1997). Estes
cristais sdo compostos por uma ou varias proteinas Cry, também chamadas de
0-endotoxinas ou Insecticidal Crystal Proteins (ICPs).

As 0-endotoxinas séo sintetizadas por diferentes variedades de Bt e a
mesma cepa pode fornecer mais de um tipo de Cry (FERRE; VAN RIE, 2002). As
proteinas Cry tém mostrado atividade inseticida altamente especifica entre as
diversas ordens de insetos, como: Lepidoptera, Diptera, Coleoptera (Zhong et al.,
2000); Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Isoptera e Malophaga (DE MAAGD et
al., 2001), além de nematédeos (MARROQUIN et al., 2000), Acaros, Protozoarios
(SCHNEPF et al., 1998).

B. thuringiensis tornou-se o0 agente microbiano mais utilizado mundialmente. O
que contribuiu para esta ampla aceitacdo é a seletividade das toxinas de Bt que
possuem pouco efeito sobre insetos ndo alvos e vertebrados como aves e
mamiferos (SIEGEL, 2001). Ha décadas sdo empregados como importantes
biopesticidas de agregado valor econdmico no controle biol6gico de pragas agricolas
e determinados vetores de doencas humanas (DE MAAGD et al., 2003).
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Figura 1: Micrografia eletronica de transmissao do Bacillus thuringiensis. A) (Bt) (2um)
em fase de esporulacdo. SP — esporo; PB (corpo proteico; d-endotoxina); B)
Micrografia eletrénica de varredura de Bti, mostrando (e) esporos, (C) cristais
redondos.

Bacillus thuringiensis foi descrito pela primeira vez por Berliner em 1911 quando
este pesquisador isolou um bacilo de larvas mortas da traca da farinha, Anagasta
kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), onde ele reportou a presenca de cristais, porém
sem ainda relaciona-los com atividade toxica a insetos. No ano de 1915 ele intitulou-
a de Bacillus thuringiensis em homenagem a provincia de Thuringia (Alemanha), onde o
primeiro inseto infectado foi encontrado (WHITELEY; SCHNEPF, 1986; OECD,
2007). Embora esta seja a primeira descri¢cdo utilizando o nome B. thuringiensis, n&o
foi o primeiro isolado deste patdégeno. Em 1901, o bidlogo Sotto Ischiwata, isolou a
bactéria que era o agente causal da “sotto-disease” a partir de larvas mortas de
Bombyx mori (bicho da seda) (Lepidoptera: Bombycidae). Esta bactéria foi
denominada B. sotto Ischiwata, mas este nome nao foi mantido, sendo substituido pelo
nome B. thuringiensis (GLARE; O ‘CALLAGHAM, 2000).

Em 1920, fazendeiros comegaram a utilizar o B. thuringiensis COMOo estratégia
para controle de insetos na agricultura e a primeira formulacdo a base de B.
thuringiensis foi produzido na Franca em 1938 (POLANCZYK; ALVES, 2003). Na
década de 1950, inseticidas bioldégicos a base de B. thuringiensis passaram a ser
fabricados na Russia, Checoslosvaquia, Alemanha e Estados Unidos da América
(MARTINS, 2005). Inicialmente, o produto foi utilizado somente para o controle de
Lepidopteros, pois a maioria das subespécies descritas eram toxicas somente para
larvas de insetos desta ordem (MONNERAT; BRAVO, 2000). A partir de 1970, novas
subespécies da bactéria se mostraram eficientes contra insetos das ordens Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera e Orthoptera. Também foi relatada toxidade
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para algumas espécies de nematddeos, protozoarios e acaros (FEITELSON, 1994;
EDWARDS et al., 1998). Nos anos de 1980, a utilizacdo de B. thuringiensis aumentou
sensivelmente, sobretudo quando comecaram a surgir populacdes de insetos
apresentando alta resisténcia aos inseticidas quimicos convencionais. Além disso,
estudos de cientistas e ambientalistas comegaram a relatar os problemas causados
pelos produtos quimicos ao meio ambiente. Estima-se que existam mais de 50.000
cepas de Bacillus spp. em colecdes espalhadas pelo mundo (MONNERAT et al.,
2001).

3.2 Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis

Além das &-endotoxinas Cry e Cyt, B. thuringiensis podem sintetizar outros
fatores de viruléncia dentre elas a a—-exotoxina, B—exotoxina, hemolisinas,
exoenzimas, enterotoxinas e proteinas inseticidas vegetativas, VIPs (do inglés —

“vegetative insecticidal proteins”) (OECD, 2007).

3.2.1 a—exotoxina

E uma enzima com atividade citolitica que age sobre os fosfolipidios
presentes nas membranas celulares. Caracterizam-se por serem termolabeis,
sollveis em agua, sendo altamente toxica para algumas espécies de insetos, seja
por administragdo oral ou intra—hemocélica, e também para ratos, causando
degeneracéao e lise das células. Essa toxina também é conhecida como fosfolipase
C, lecitinase ou fosfatidilcolina fosfohidrolase (HANSEN; SALAMITOU, 2000).

3.2.2 B—exotoxina

Esta toxina, também chamada de thuringiensina, € produzida durante a fase
vegetativa e secretada no meio de cultura. E termolabil, com baixa massa molecular.
Existem dois tipos de B—exotoxinas: a toxina tipo | que é um analogo de ATP,
composto por adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico (FARKAS et al., 1969).
Sua atividade toxica esta relacionada com a inibicdo da RNA polimerase através da
competicdo com ATP, apresentando um amplo espectro de toxicidade para varias
ordens de insetos, acaros, nematoides e também vertebrados, provocando efeitos
teratogénicos e mutagénicos. A toxina do tipo Il é um analogo de UTP e & mais
tdxica que a do tipo I, principalmente para insetos da ordem Coleoptera (LEVINSON
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et al., 1990). Devido a sua alta toxicidade ha restricdes a producdo comercial de
bioinseticidas que empregam essas toxinas nas suas formulagcdes (HANSEN;
SALAMITOU, 2002; OECD, 2007).

3.2.3 Exoenzimas
Sao responsaveis por favorecerem a insercdo das &-endotoxinas ao epitélio
intestinal do hospedeiro por meio da ruptura da membrana peritréfica. Neste grupo

destacam-se as quitinases e as proteases (REDDY et al., 1998).

3.2.4 Proteinas Vegetativas Inseticidas — Vips

Enquanto as O0-endotoxinas s&o sintetizadas especialmente na fase
esporulante (BRATTACHARYA, 1993) determinadas estirpes de Bt produzem
durante a fase vegetativa proteinas inseticida chamada Vip (Vegetative Insecticidal
Protein). As Vips ndo formam cristais parasporal e sdo aparentemente secretadas
das células para o sobrenadante no meio de cultivo (SCHNEPF et al., 1998; PINTO;
FIUZA, 2008; WERNECK et al., 2008). Podem ser encontradas em cepas de B.
thuringiensis € B. cereus (MONNERAT; BRAVO, 2000) e os seus genes codificadores
(genes Vips) parecem estar localizados em plasmideos de alta massa molecular,
juntamente com as proteinas Cry (ESTRUCH et al., 1996; SCHNEPF et al., 1998).
As Vips sdo produzidas em etapas iniciais do processo de crescimento das bactérias
em cultura, antecipando assim, sua obtencdo. Essa foi uma descoberta importante,
pois, atualmente, além de serem analisadas proteinas formadas na fase de
esporulagdo da bactéria, podemos observar outras proteinas formadas no estado

vegetativo.

3.2.5 Enterotoxinas

As enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas extracelulares de baixo peso
molecular, hidrossoluveis e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas do sistema
digestivo, permanecendo ativas ap0s a ingestdo. Outra caracteristica importante é
sua termoestabilidade, sendo capaz de resistir a tratamentos térmicos como a
pasteurizagdo e a ultrapasteurizacdo. O numero de enterotoxinas tem se expandido
pela deteccdo de novos genes e, até o momento, ja foram identificados 18 tipos

distintos, mas com similaridade na estrutura e sequencia. As classicas SEA, SEB,
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SEC1, 2, 3, SED e SEE séao as de maior ocorréncia. Outras treze enterotoxinas
(SEG, SEH, SEI,SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER E SEU) foram
identificadas e seus genes (seg, seh, sei, sej, sek,sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser e
seu) correspondentes foram descritos (BLAIOTTA et al., 2004; OMOE et al.,2005).

3.2.6 d—endotoxina

O Bacillus thuringiensis produz, a partir do estagio Il da esporulacao, durante a
fase estacionaria, corpos de inclusdes proteicos compostos pelas d—endotoxinas.
Estas acumulam-se no compartimento da célula-méae e, no final da esporulacdo, séo
liberados juntamente com os esporos (SCHNEPF et al., 1998). As d—endotoxinas
sdo compostas por dois tipos de proteinas, Cry e Cyt. A maioria das cepas de B.
thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de cristal. Os cristais sdo formados por
diferentes proteinas Cry e Cyt, podendo haver casos em que cinco toxinas séo
encontradas, como, por exemplo, no B. thuringiensis var. israelensis. A massa molecular
das toxinas Cry esta compreendida entre 30 a 140 KDa (SERAFINI et al., 2002). A
forma do cristal € determinada pela composicdo e estrutura das d—endotoxina
presentes, podendo ser bipiramidal, cuboide, romboide, ovoide, esférico, ou ainda,
sem forma definida (HABID; ANDRADE, 1998). Monnerat e Bravo (2000) relatam
que o processo de formacédo do cristal esta ligado a esporulacéo. Proteinas Cry sdo
especificamente toxicas para insetos das ordens Lepidéptera, Coleoptera,
Hymenoptera e Diptera e também a alguns nematddeos. Em contraste, as proteinas
Cyt sdo produzidas por estirpes de B. thuringiensis ativas principalmente contra os
insetos da ordem Diptera (BRAVO et al., 2007).

Tanto as Cry quanto as Cyt estdo agrupadas em quatro niveis hierarquicos e
suas respectivas nomenclaturas séo representadas pelo nome da toxina seguido de
nameros arabicos, por uma letra maiuscula, uma mindscula e nameros (ex: Cry
23Aal), conforme a sua posicao filogenética (DE MAAGD et al., 1999b). Quando as
proteinas apresentam menos de 45% de sua identidade na sequéncia de
aminoacidos, diferem-se na primeira categoria (ex: Cry 23), a segunda com até 78%
de identidade apresentam-se com numeros e uma letra maiuscula (ex: Cry 23A), a
terceira com 95% sao descritas por nameros e letras (ex: Cry 23Aa) e, com
identidade superior a 95% s&o caracterizadas por todos os quesitos (ex: Cry 23Aal)
(BRAVO et al., 2007).
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3.3 Dominios Cry

As moléculas da parte ativa das Cry sao constituidas de trés dominios, todas
as estruturas com um alto grau de similaridade (BRAVO et al., 2007). As estruturas
tercidrias de Cry 1Aa e Cry 2Aa foram observadas por cristalografia de raio X
(PIGGOT; ELLAR, 2007). O dominio C-terminal esta relacionado com a forma e
estrutura do cristal, enquanto que a toxidade esta atrelada a sua por¢cao N-terminal.

O dominio | (dominio N-terminal) é constituido por sete a-hélices, sendo que
a hélice-a 5 central € hidrofobica e é circundada pelas outras seis hélices anfipaticas.
Esse dominio é responsavel pela insercdo e formacdo do poro na membrana
(HOWLADER et al., 2009). O dominio Il consiste de trés folhas B-antiparalelas
conectadas por regides de alcas expostas, com alto grau de variagao entre proteinas
Cry, ao redor de um centro hidrofébico (BOONSERM et al., 2006). O dominio Il C-
terminal, também chamado de B-prisma, € um sanduiche de folhas-B. As regides
expostas nos dominios Il e Ill estdo envolvidas nas ligacées ao receptor (BRAVO et
al., 2005), e o dominio Ill também atua na protecdo da molécula da digestdo por
proteinases.

Cry1Aa Y Cry2Aa '

Figura 2: Estruturas das toxinas Cry 1Aa e Cry 2Aa por cristalografia e difracdo de
raio X. O dominio I, em vermelho; o dominio Il em azul; o dominio Ill em verde.
Fonte: Adaptado de Piggot e Ellar, 2007.

3.4 Mecanismo de acao
As analises do modo de acdo das proteinas Cry de B. thuringiensis visam
esclarecer 0os mecanismos pelos quais estas proteinas exercem seu efeito

entomopatogénico e elucidar a especificidade das diferentes toxinas (SCHNEPF et
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al., 1998; FIUZA, 2004). Considerando o conjunto de informagfes atualmente
disponiveis sobre as fases entre a ingestdo dos cristais e a morte das larvas dos
insetos suscetiveis as proteinas Cry, descreve-se como fases do mecanismo de
acao:

1 - Inicia pela solubilizagédo dos cristais em pH alcalino no intestino médio
dos insetos, liberando as protoxinas. Essa etapa € determinante a especificidade do
isolado de B. thuringiensis a espécie alvo, tanto pela alcalinidade do sistema digestivo
quanto pela composicao dos cristais de B. thuringiensis.

2 - Protoxinas sao ativadas pelas enzimas digestivas, formando fragmentos
toxicos de 60-65 kDa. Nessa etapa tanto a composicdo proteolitica quanto a
estrutura proteica do cristal sdo importantes.

3 - Toxinas reconhecem receptores especificos as microvilosidades das
células epiteliais do intestino médio das larvas suscetiveis as quais elas se ligam.

4 - Apos o reconhecimento do receptor, a toxina induz a formacéo de poros
na membrana celular do epitélio intestinal. A formacdo dos poros na membrana
celular provoca o desequilibrio ibnico entre o citoplasma e a 0 meio externo a célula.
As analises histopatoldgicas realizadas ap0s a intoxicacdo dos insetos mostram a
destruicdo das microvilosidades, hipertrofia das células epiteliais, vacuolizacdo do

citoplasma e lise celular, levando o inseto a paralisia e morte (FIUZA, 2010).

Bacillus thuringiensis (B)

Figura 3:Mecanismo de acdo das proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. Ao ser
ingerido pela larva, o cristal € dissolvido no ambiente alcalino do intestino médio do
inseto. As toxinas ativas ligam-se ao receptor presente na membrana das
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio. A toxina induz a formacao
de poros na membrana celular epitelial, formando poros, culminando na morte
celular.
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3.5 Sistema bacteriano de expressao

A producdo de proteinas recombinantes € hoje uma técnica dominada.
Importantes aplicacbes desta tecnologia englobam sua utilizagdo em imunizacgéao,
estudos bioquimicos, andlise tridimensionais de proteinas, uso biotecnoldgico e
terapéutico (PAVLOU; REICHERT, 2004). Atualmente, o uso de proteinas
recombinantes € rotina tanto na pesquisa quanto na industria farmacéutica.

As proteinas recombinantes podem ser obtidas em diferentes plataformas. A
bactéria Escherichia coli €, ainda, o veiculo mais utilizado para a producao de proteinas
recombinantes, devido ao seu genoma ser bem caracterizado e ao intenso
aperfeicoamento das inumeras ferramentas disponiveis para a sua manipulacao
genética (CHOU, 2007), um organismo bastante conhecido geneticamente, seu
cultivo é r4pido e pode produzir altas quantidades de proteina recombinante a baixo
custo (MAKRIDES, 1996). O sistema de expressao utilizados nessa bactéria
apresentam muitas caracteristicas atrativas, como controle da expressao génica e
estratégias que facilitam a purificacdo de proteinas (TERPE, 2006). Porém para a
expressao da proteina de forma bem sucedida, a escolha do sistema de expresséo €
de fundamental importancia e deve levar em consideracdo a estrutura da proteina,
sua funcionalidade e complexidade, e também a produtividade desejada (DEMAIN;
VAISHNAYV, 2009).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens, cultivo e extracdo de DNA

Para realizacdo do experimento foi utilizado Bacillus thuringiensis var. israelensis
pertencente a colecdo de microrganismos do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas. As
bactérias E. coli TOP 10 e E. coli BL 21 (DE3) Ril pertencentes a Bacterioteca do
CDTec, UFPel, E. coli BL 21 (DE3) C41 foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de
Genética Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e o
vetor pAE pertencente ao Centro de Biotecnologia Instituto Butantan, S&o Paulo
(RAMOS et al., 2004).

Para extracdo de DNA de Bti este foi recuperado em meio de cultura BHI
(infusdo de cérebro e coracio) e incubado a 28 °C, subcultivado em Erlenmeyer de
1000mL de capacidade volumétrica contendo 200mL de meio NYSM (caldo nutritivo
com extrato de levedura e sais), (YOUSTEN, 1940), incubada em agitador orbital a
28 °C a 150rpm por 24h. Apés foi centrifugado uma aliquota de 3mL contendo 10°
UFC mL™ de Bti e extraido o DNA por Kit lllustra Bacteria Genomic Prep Mini Spin
Kit (GE — Healthcare) conforme fabricante.

4.1.1 Amplificacdo da sequéncia que codifica para  cry 11Aa

Os oligos iniciadores para cry 11Aa foram desenhados utilizando-se o
programa Vector NTI (Invitrogen) a partir das sequéncias depositadas no GenBank
acesso:AL731825.1.

A sequéncia do gene que codifica para cry 11Aa foi amplificado pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) como descrito: A reacdo de amplificagéao
foi realizada em um volume final de 25uL contendo 0,3uL de Tag DNA polimerase
(5U/uL), 2,0uL 10X PCR buffer, 1,0uL 50mM MgChk, 0,5uL dNTPs, 1,0uL
10pmol pL* anterégrado (5°- GGG GAT CCA TGG AAG ATAGTT CTT TAG -3) e
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retrogrado (5- CCG GTA CCC TAC TTT AGT AAC GG - 3"), 2uL de DNA (solugéo)
obtido como descrito acima e agua estéril para completar o volume da reacéao.

A amplificacéo foi feita nas seguintes condicdes: 95 T por 5min (1 ciclo), 94
T por 50s, 59 T por 50s, 72 T por 2min (32 ciclo s) e 72 T por 3min (1 ciclo). A
reacao foi realizada em um termociclador (Mastercycle Eppendorf).

4.1.2 Purificacdo dos produtos de PCR

O amplicon gerado pela reacéo de PCR foi purificado utilisando-se o Kit PCR

Clean-up, Gel extraction — NucleoSpinR"*- Seguiu-se o protocolo descrito no Kit com

algumas modificacdes: as elui¢cdes foram feitas com agua ultra pura estéril a 37 C.

4.2 Clonagem do gene cry 11Aa no sistema Escherichia coli

4.2.1 Digestéo do gene cry 11Aa e do vetor pAE

Foi feita a digestdo do vetor pAE e do gene cry 11Aa com as enzimas de
restricdo Kpnl (New England Biolabs — 20.000 U/mL) e BamHI (New England Biolabs
— 20.000 U/mL). Para um volume final de 30uL da reacdo foram utilizadas 20uL do
vetor pAE, 1,5uL da enzima Kpnl, 3uL tampao da reacdo 10X e 5,5uL de agua ultra
pura estéril. As reacfes ficaram em temperatura ambiente por 18h. As enzimas

foram inativadas por 2h a 60 . Apés a inativacdo, as amostras foram purificadas

usando-se o Kit PCR clean-up, Gel extraction — NucleoSpinR” Gel and PCR Clean-

up. Para analise dos produtos digeridos, estes foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose 1%.

4.2.2 Ligacao do gene cry 11Aa com o vetor pAE

A proporcao 1/3 de cada fragmento (1 parte do vetor pAE para 3 partes do
gene cry 11Aa) foram utilizadas para fazer a ligacdo dos mesmos e gerar o vetor
pAE/cry 11Aa. A enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) foi utilizada para realizar esta

reacao, conforme protocolo do fabricante.
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4.2.3 Clonagem em células competentes de  Escherichia coli

O produto da ligacédo foi inserido em células competentes de E.coli TOP 10,
através de choque térmico, (SAMBROOK et al., 1989). O processo de transformacéo
foi feito da seguinte forma: 10uL do produto de ligacao foi misturado gentilmente a
100uL de CaCl, (concentracdo 100mM) e uma colénia de E. coli TOP 10. Do
sobrenadante foram removidos 0,5mL e o restante do volume foi suspendido e
semeado em uma placa de meio agar LB (Luria-Bertani) acrescido de ampicilina
(100ug mL™Y) e incubadas a 37 € por 18h.

4.2.4 Selecao e confirmacéo dos clones recombinante s Escherichia coli

Das colonias crescidas selecionadas em meio seletivo (ampicilina
100pg mL™), 22 foram escolhidas ao acaso e submetidas a uma triagem rapida com
fenol:cloroformio pelo método Microprep (JOUGLARD et al.,, 2002). As colbnias
bacterianas foram suspendidas em um tubo de microcentrifuga contendo 15pL
tampdao de amostra (glicerol, TE e azul de bromofenol) e 15uL de fenol:cloroférmio.

O tubo de microcentrifuga foi levado ao vortex para homogeneizacgao,
centrifugado por 2min a 5000 X g. Em seguida foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose 1% com 15uL do sobrenadante desta reacédo. Fez-se a confirmacéo
também por PCR, amplificando-se o gene cry 11Aa a partir do DNA dos supostos

clones, como descrito anteriormente.

4.2.5 Extracdo de DNA plasmidial de Escherichia coli TOP 10

Apés a triagem em busca de clones recombinantes, duas colénias foram
submetidas a extracdo de DNA plasmidial: uma das colonias transformadas foi
semeada em 50mL de meio LB com 100ug mL™* de ampicilina por 18h em agitador
orbital a 150rpm. O cultivo foi centrifugado a 5.000 X g por 5min. Prosseguiu-se a
extracdo do DNA plasmidial pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989).
O DNA extraido foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%, posteriormente

corado com brometo de etideo.

4.2.6 Precipitacdo, quantificacdo e sequenciamento
As amostras foram precipitadas e purificadas com isopropanol absoluto

segundo protocolo de Sambrook e colaboradores (1989), para serem quantificadas
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(aparelho Nanovue, versdo 4282 V2.0.3). Apés quantificagdo, as amostras foram
sequenciadas por sistema capilar ABI3130x! (Life Technologies) no Laboratério de

Identificacdo Genética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

4.3 Transformagédo em Escherichia coli BL 21 (DE3) Ril e BL 21 (DE3) C41

Apos a confirmacdo da clonagem (construcdo de pAE/cry 11Aa) por
sequenciamento, o plasmideo recombinante foi utilizado para transformar E. coli BL
21 (DE3) Ril e BL 21 (DE3) C41, por choque térmico. O choque térmico foi realizado
conforme descrito no item 4.2.3. As colonias transformantes foram selecionadas em
meio LB sélido contendo ampicilina (100pg mL™) e cloranfenicol (50pg mL™) para E.
coli BL 21 (DE3) Ril e ampicilina (100pg mL™) para BL 21 (DE3) C41.

4.4 Obtencgéo da proteina Cry 11Aa

Uma das colbnias transformantes selecionadas foi utilizada para inocular
10mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100pg mL™) e cloranfenicol
(50pg mL™Y), e outro inoculo foi utilizada para incubar 10mL de meio LB liquido
contendo ampicilina (100ug mL™). Estes ficaram sobre agitacdo em agitador orbital
por 18h a 150rpm. Estes cultivos foram utilizados para inocular 500mL de meio LB
contendo os antibiéticos acima citados na mesma concentracdo. Quando o cultivo
atingiu uma D.O = 0,7 (OD ) foi adicionado o indutor IPTG na concentragao
0,3mM, e as culturas permaneceram sobre agitacdo a 37 T por mais 3h a fim de se
obter a proteina recombinante Cry 11Aa.

Os cultivos foram centrifugados a 6.000 X g por 15min. As células foram
suspendidas em Akta Wash com 8M ureia, obtendo um volume de 30mL. Foram
adicionado PMSF 0,1N (Fenil-metil-sulfonil-fluoreto) e Lisosyme (10mg mL™). Estas
solucdes ficaram na camera fria a 4 C por 24h, sen do posteriormente sonicadas e
novamente centrifugado a 6.000 X g por 1h. O sobrenadante foi armazenado a

-20 € até o momento da purificagao.
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4.4.1 Purificacéo da proteina Cry 11Aa

Os sobrenadantes foram filtrados em filtro de 0,22uM (Membrana celulose —
MILLIPORE). As células foram solubilizadas em 8M de ureia e as proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade no sistema
automatizado de cromatografia  liguida AKTAprime (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) utilizando coluna HisTrap™ (GE Healthcare). As amostras

foram guardadas a -20 <.

4.4.2 Western Blot

O Western Blot foi realizado segundo Sambrook & Russel (2001).
Brevemente, apos eletroforese de SDS-PAGE 10%, procedeu-se a transferéncia das
proteinas para membrana de nitrocelulose (Amershan TM HybondTM — ECL GE
Healthcare). Foi utilizado marcador Precision Plus ProteinTM Standards (Dual color)
Bio-Rad; 20pL da proteina Cry 11Aa (3080ng pi™); 20uL de BSA 10%; 20pL proteina
GP 19. A membrana foi bloqueada com leite em p6 5% diluido em PBS-T durante 1h
sobre agitacdo. Apds a membrana foi incubada com anticorpo anti-histidina (Anti-His
C-terminal — HPR Ab — Invitrogen) 1: 6000 v/iv em PBS-T. Posteriormente a
membrana foi lavada com PBS-T por trés vezes e incubada com anticorpo anti-
camundongo conjugado a peroxidase (DAKOPATTS A/S, Dinamarca)l: 6000 v/v em
PBS-T, voltando para agitacdo por 1h. A membrana foi novamente lavada com PBS-
T por cinco vezes e revelado com DABI (3,3 Tetrahidrocloreto’ Diaminobenzidina -
Sigma — Aldrich).

4.4.3 Quantificacao da proteina

Para quantificar a proteina recombinante seguiu-se protocolo proposto por
Bradford (1976). Uma amostra de 1mL de proteina foi diluida em 1mL de &gua
destilada. O método foi padronizado usando-se uma curva de BSA 10%. A leitura
das amostras foi feita em espectofotdmero TP-READER — Thermo Plate com onda
de 630nm.
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4.5 Teste bioldgico larvicida em mosquito

4.5.1 Bacillus thuringiensis var. israelensis

Para obtencéo de Bti (suspensao esporo/cristal) uma semente foi semeado
em 10mL de meio BHI, ficando sob agitacdo em agitador orbital a 150rpm a 28 C
por 18h sendo apods transferido para um Erlenmeyer contendo 250mL de meio
NYSM, onde este cultivo permaneceu sob agitacdo em agitador orbital a 150rpm a
28 T por 72h.

4.5.2 Escherichia coli recombinante

Para obtencéo de E. coli recombinante uma das colonias transformantes foi
utilizada para inocular 10mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100pg mL™) e
cloranfenicol (50pug mL™), estes ficaram sobre agitacdo em agitador orbital por 18h a
150rpm. Estes cultivos foram utilizados para inocular 250mL de meio LB contendo
0s antibioticos acima citados na mesma concentracdo. Quando o cultivo atingiu uma
D.O = 0,7 (OD ggp) foi adicionado o indutor IPTG na concentracdo 0,3mM, e as
culturas permaneceram sobre agitacdo a 37 € por mais 3h a fim de se obter a

proteina recombinante Cry 11Aa.

4.5.3 Escheriria coli BL 21 (DE3) Ril

Para cultivo de E. coli BL 21 (DE3) Ril uma semente foi semeado em 10mL de
meio LB contendo antibiético cloranfenicol (50pg mL™), ficando sob agitacdo em
agitador orbital a 150rpm a 37 € por 18h sendo apés transferido para um
Erlenmeyer contendo 250mL de meio LB com antibidtico, onde este cultivo

permaneceu sob agitacdo em agitador orbital a 150rpm a 37 C por 18h.

4.5.4 Bacillus sphaericus

Para cultivo de B. sphaericus uma semente foi semeado em 10mL de meio
NYSM, ficando sob agitacdo em agitador orbital a 150rpm a 30 € por 18h sendo
apos transferido para um Erlenmeyer contendo 250mL de meio NYSM, onde este

cultivo permaneceu sob agitacdo em agitador orbital a 150rpm a 30 C por 18h.
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4.5.5 Preparacao das amostras
Todos os cultivos citados acima formar centrifugados a 6.000 X g por 15min.
As células foram suspendidas em agua destilada estéril, obtendo um volume final de

200mL de cada cultivos. Estes foram quantificados através de titulacao.

4.5.6 Teste Biologico
Para testar a acao inseticida da proteina recombinante Cry 11Aa, foi realizado
um ensaio em triplicata utilizando larvas de segundo instar de Culex quinquefaciatus

gentiimente cedidas pelo Laboratério de Entomologia do Instituto de Biologia da

UFPel, utilizando placas de microcultivo (NUNC®) de 24 cavidades. A metodologia

utilizada foi a de tratamentos espaciais com inseticidas (REZENDE et al., 2004),
seguindo padrdes impostos pela OMS, com algumas modificacbes. Em cada um dos
pocos foi adicionado 200uL de suspensdo de bactéria (10" UFC/mL) diluidas em
1800mL de &gua destilada. Foram feitas diluicbes logaritmicas de base 10 (até a
diluicdo 10®) da suspensdo bacteriana, sendo adicionada 5 larvas por cavidade.
Como controle foi utilizado Bacillus thuringiensis var. israelensis cepa original, Bacillus
sphaericus € agua destilada. O ambiente onde o teste foi realizado se manteve
climatizado com temperatura de 25 T durante todo o experimento. A mortalidade
foi registrada durante o periodo de 24, 48 e 72 h ap0s o tratamento, contando-se o
namero de larvas mortas e vivas, utilizando a férmula de Abbott (REZENDE et al.,
2004).

Formula % de mort. de EXPOSTOS - % de mort. no CONTROLE X100
de Abbott 100 - % de mortalidade no CONTROLE




5 RESULTADOS

5.1 Construcéo do vetor pAE/ cry 11Aa

5.1.1 Amplificacdo do Gene cry 11Aa

O gene cry 11Aa foi amplificado por PCR. O tamanho esperado deste
produto é de aproximadamente 1932 pb o que foi evidenciado apés a realizacdo da
eletroforese em gel a 1% agarose (Figura 3).
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Figura 4: Eletroforese do produto de amplificacdo do gene cry 11Aa. Linha 1
Marcador Kb (Invitrogem); Linhas 2 a 10 Gene cry 11Aa amplificado.
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5.1.2 Digestéo do Vetor pAE e do Gene c ry 11Aa
Apos a amplificacdo do gene os produtos foram purificados e digeridos com
as enzimas de restricdo. Fez-se 0 mesmo com o vetor pAE e como mostrado na

figura 5.

1 2 345
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose a 1% da digestdo do gene cry 11Aa e
plasmideo pAE. Linha 1 Marcador 1 Kb (Biolabs); Linha 2, pAE/cry 11Aa digeridos
com as enzimas de restricao Kpnl e BamHI, pAE digerido e cry 11Aa digerido; Linha
3 PCR cry 11Aa ~1932 pb ; Linha 4, vetor pAE né&o digerido ~2800 pb; Linha 5,
pAE/cry 11Aa circular ~4735 pb.

O vetor de expressdao pAE possui sitios de clonagem que permitiu a
inser¢cdo do gene de interesse, possui também uma cauda com seis histidinas N-
terminal ao transgene que possibilitou a deteccdo da proteina, um gene de
resisténcia a ampicilina, o que facilitou a identificacdo das colbnias transformadas e
o promotor T7 que regulou a expressdo do gene de interesse. As caracteristicas
deste vetor estdo demonstradas na figura 7. A ligacdo do vetor pAE com o gene cry

11Aa resultou no plasmideo pAE/cry 11Aa
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5.1.3 Mapa do vetor de expressédo pAE/ cry 11Aa.

7
6x His
puc ori\ / BarnHI(128)

cry11AA
pAEfcryl1ha —

4735bp
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o

flori
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Figura 6: Mapa do vetor de expressao pAE/cry 11Aa. O mapa apresenta o sitio de
insercao do gene cry 11Aa entre as enzimas BamHI e Kpnl; O promotor T7, que
regula a expresséo do gene; Cauda de 6 X Histidina para a detecc¢éo e purificacéo
da proteina e 0 gene de resisténcia a ampicilina. Fonte: Vector.

5.1.4 Extracdo do plasmideo pAE /cry 11Aa

Para confirmar as coldnias transformadas com o vetor pAE/cry 11Aa
procedeu-se a extracdo do plasmideo. As colonias transformadas apresentaram
bandas mais altas que o controle pAE néo transformado como mostram as figuras 7
e 8.

1 23456 78910111213
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 1% da extracdo de plasmideo
recombinante em Escherichia coli TOP 10. Linha 1 Marcador 1 Kb (Biolabs); Linha 2,
plasmideo pAE circular ~2800 pb; Linhas 3 a 6, Plasmideos nédo transformados;
Linha 7, Plasmideo transformado pAE/cry 11Aa ~4735 pb; Linhas 8 a 13,
Plasmideos n&o transformados.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1% da extracdo de plasmideo
recombinante em Escherichia coli TOP 10. Linha 1, Vetor pAE; Linhas 2 a 9, 11 e
12, Plasmideos néo transformados; Linha 10, Plasmideo transformado pAE/cry 11Aa
~4735 pb;

5.1.5 PCR Colbnia de Escherichia coli contendo o vetor pAE/ cry 11Aa

Para confirmacéo das colbnias de E. coli transformadas realizou-se PCR com
os oligoiniciadores usados para amplificacdo do gene cry 11Aa. A figura 9 mostra a
amplificacdo do gene cry 11Aa, demonstrando que este gene esta inserido no

genoma da bactéria E. coli.
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose a 1% da amplificacdo do fragmento cry
11Aa por PCR de colbnia. Linha 1, Marcador 1 Kb (Biolabs); Linha 2 , amplificon cry
11Aa a partir de DNA da colbnia 7; Linha 3, amplificon cry 11Aa a partir de DNA da
colonia 10.
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5.2 Western Blot
A expressao da proteina Cry 11Aa foi confirmada através de Western blot
usando-se anticorpos anti-histidina. O tamanho esperado da proteina recombinante

€ de aproximadamente 72 Kda.
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Figura 10: Western Blot da proteina Cry 11Aa expressa em Escherichia coli BL 21
(DE3) Ril. Linha 1,Marcador de proteinas Bio-Rad Dual color; Linha 2, Proteina Cry
11Aa de 72 Kda; Linha 3, controle negativo BSA 10%; Linha 4,Controle positivo
GP19 purificada de ~25 Kda.
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Figura 11: Western Blot da proteina Cry 11Aa expressa em Escherichia coli BL 21
(DE3) C41. Linha 1,Marcador de proteinas Bio-Rad Dual color; Linha 2, 3, 4 e 5
Proteina Cry 11Aa de 72 Kda; Linha 6, controle positivo GP19 purificada de ~25
Kda; Linha 7, controle negativo BSA 10%.
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5.2.1 Quantificacdo da Proteina
A concentracdo da proteina expressa em E. coli BL 21 (DE3) Ril foi de
150ng/uL e a concentracdo da proteina expressa em E. coli BL21 (DE3) C41 foi de

550ng/uL, ou seja, ~3.6 x maior.

5.3 Teste biolégico larvicida em mosquito

A Escherichia coli recombinante (Cry 11Aa) demonstrou atividade larvicida. A
cepa original de Bacillus thuringiensis var. israelensis contendo o gene cry 11Aa também
apresentou letalidade semelhante apés 72h, chegando a um percentual de 95% na

diluicdo 10®. A dose letal foi calculada utilizando a férmula de Abbott.



6 DISCUSSAO

Devido a sua atividade inseticida, as toxinas Cry sdo usadas no mundo
inteiro como bioinseticidas para controlar pragas urbanas e agricolas. Porém
existem algumas limitacdes para esses preparados a base de B. thuringiensis, dentre
eles podemos citar a sedimentacdo em &agua parada, que acaba removendo a
bactéria da zona de alimentagéo das larvas (LUXANANIL et al., 2003). Além disso,
as proteinas Cry de B. thuringiensis podem ter seu efeito alterado de acordo com a
radiac&o solar, temperatura e pH (ROSAS-GARCIA et al., 2008).

Uma alternativa para suprir tais limitagcbes é a utilizacdo de organismos
geneticamente modificados como é o caso da clonagem de proteinas Cry em
plataforma E. coli uma vez que essas bactérias habitam em zonas de alimentacédo do
mosquito servindo como alimento para fase larval do mesmo. Segundo trabalho
realizado por Pinto et al., (2012) a E. coli recombinante serviu como um 6étimo atrativo
e estimulante para oviposi¢cao que foi aumentada em comparagdo com a cultura de
Bacillus.

Ha uma série de relatos em que a clonagem e expressao de genes de toxinas
de B. thuringiensis foram realizadas buscando a caracterizacdo dessas toxinas,
conforme demonstrado na tabela 2. O uso de E. coli como sistema de expressao,
permite a producao seletiva de proteinas Cry com especificidade bioinseticida para
seu estudo, funcionalmente melhorada através da engenharia genética de proteinas
(BOSCH et al., 1994; DE MAAGD et al., 1996; LIMA, 2010).
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Tabela 1 — Genes clonados de Bacillus thuringiensis em plataforma Escherichia coli.

Plasmideos Gene clonado de Bacillus thuringiensis | Referéncia

pHE4-D cry 11Aa

pHE4-AD cry 4Aa e cry 11Aa (BEN-DQV et al.,
1995)

pHE4-DR cry 11Aa e p20

pHE4-ADR cry 4Aa, cry 11Aa e p20

pVE4-DRC cry 11Aa, p20 e cyt 1Aa

pVE4-DC cry 11Aa e cyt 1Aa

pVE4-ADRC cry 4Aa, cry 11Aa, p20 e cyt 1Aa (KHASDAN et al.,
2001)

pVE4-ADC cry 4Aa, cry 11Aa e cyt 1Aa

pVE4-ARC cry 4Aa, p20 e cyt 1Aa

pVE4-AC cry 4Aa e cyt 1Aa

Em nosso estudo para amplificacdo do genecry 11Aa, um par de
oligoiniciadores especificos: anterégrado (5- GGG GAT CCA TGG AAG ATA GTT
CTT TAG — 3°) e retroégrado (5°- CCG GTA CCC TAC TTT AGT AAC GG - 3") foram
desenhados e sintetizados. Os produtos amplificados foram digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI e Kpnl e inserido em E. coli vetor pAE para se obter o
plasmideo recombinante pAE/cry 11Aa. Em seguida, pAE/cry 11Aa foi expresso em
plataforma E. coli BL21. O resultado do Western Blot mostrou que Cry 11Aa pode ser
expressa obtendo a proteina recombinante de 72 kDa em E.coli BL21 (DE3). A
proteina expressa em E. coli BL21 (DE3) C41 conseguiu expressar ~3.6 x mais que a
E. coli BL21 (DES3) Ril conforme quantificacdo pelo método de Bradford. Isso pode ser
explicado devido a estirpes mutantes de Escherichia coli BL21 (DE3), chamadas de
C41 (DE3) e C43 (DE3) originalmente descrito por Miroux e Walker (1996), serem
frequentemente utilizados para ultrapassar a toxicidade associada com a
superexpressao de proteinas recombinantes.

Para produzir &-endotoxinas mosquitocidas Bukhari e Shakoori (2009),
clonaram o gene Cry 11 de Bt cepa DAB 5 (SBS Bt 45) e esta foi transformada em
E.coli BL21C, obtendo uma proteina de peso molecular de aproximadamente 70 Kda.

Em testes com larvas de terceiros instar de Anopheles stephensi, foi verificado que a
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proteina recombinante teve uma atividade 860 vezes maior para as larvas
comparadas com a cepa original de B. thuringiensis contendo o gene Cry 11. Porém o
autor relata que houve mutacfes no gene presente no plasmideo transformado,
podendo assim sugerir que 0 aumento observado deu-se devido a esta mutagdo. Em
nosso estudo, ndo observamos modificagbes em relacdo ao gene original, onde o
gene clonado apresentava uma identidade de 99% com o gene cry 11Aa original do
Bt.

Delécluse e colaboradores (1995) testaram a atividade larvicida contra Culex
pipiens, Aedes aegypti € Aedes stephensi, a partir de um isolado de Bt contendo inclusdes
purificadas e de uma E.coli recombinante produzindo apenas a proteina CryllA. A
toxina CryllA do isolado era toxica para as todas as espécies testadas, com
elevada atividade contra Culex pipiens, onde era mais toxico do que a cepa padrao de
Bt. Em nosso estudo demonstramos através de teste biologico a atividade toxica da
proteina recombinante Cry 11Aa contra larvas de Culex quinquefasciatus, obtendo uma
letalidade de 95% apoOs 72h de experimento. O mesmo resultado foi obtido na cepa
de Bti, sugerindo que esta acéo se deve a similaridade do gene cry 11Aa presente na
bactéria.

Também foi observada alta letalidade em larvas de C. quinquefasciatus na
atividade larvicida de E. coli recombinantes (BinAB), (Pinto et al, 2012). Isso
demonstra que a bactéria E. coli recombinante é uma ferramenta eficaz para ser
administrada na alimentacdo de larvas de C. quinquefaciatus tendo a mesma
aceitabilidade pelas larvas que se alimentam de cepas E. coli.

Estas observacfes enfatizam que E. coli € um sistema de expresséao eficaz
para proteinas recombinantes Cry, além de ser uma ferramenta util para a
manipulagéo de toxinas geneticamente modificadas sem que ocorram modificagbes
pos-traducionais.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a proteina recombinante Cry

11Aa, tém potencial para ser utilizada no controle bioldgico.



7 CONCLUSOES

A proteina recombinante Cry 11Aa de Bacillus thuringiensis var. israelensis pode
ser expressa em E. coli.

A proteina recombinante Cry 11Aa expressa em E. coli apresentou atividade

biolégica em larvas de Culex quinquesfaciatus.
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