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Resumo 

A cultura da cana-de-açúcar possui importância econômica para o Brasil pela 
produção de açúcar e etanol. No entanto, parte da produção é ameaçada pelo 
ataque de insetos-praga, destacando-se a broca da cana-de-açúcar (Diatraea 

saccharalis), que causa graves perdas econômicas. O controle biológico é 
alternativo ao controle químico e consiste no emprego de inimigos naturais como 
patógenos, que regulam a população de insetos-praga em níveis não-
prejudiciais. Dentre os patógenos destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis 
(Bt) que produz toxinas, codificadas pelos genes cry, no formato de cristais 
proteicos com atividade entomotóxica para diversas ordens de insetos. O 
presente trabalho teve como objetivo o isolamento e caracterização de novas 
estirpes de Bt com potencial entomotóxico para controle biológico da D. 

saccharalis em cana-de-açúcar. Amostras de solo coletadas possibilitaram o 
isolamento de 97 colônias bacterianas com características fenotípicas 
compatíveis para Bt. O DNA extraído foi amplificado com primers para os genes 
cry1, cry2 e cry9, ativos contra dípteros e lepidópteros. Em 11,4% e 12,4% dos 
isolados foram constatados os genes cry2 e cry9, respectivamente, e 10 destes 
patogenicidade variando entre 3,47% a 20,05% para D.saccharalis. Após 
comparação dos perfis proteômicos dos isolados Bt.Pri 4.7, Bt.Pri 4.29, Bt.CDi 
1.3 e Bt.CDi 1.11, de maior e menor potencial patogênico de cada classe gênica, 
foram identificadas proteínas como a shikimato quinase, envolvida na produção 
de toxinas em Bt, e que auxiliam o entendimento da patogênese deste micro-
organismo. 
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Abstract 

Sugarcane production has economical importance to Brazil, especially due to 
production of sugar and ethanol. However, a proportion of the production is lost 
owing to damage of pest insects, including sugarcane borer (Diatraea 

saccharalis), which cause severe economical lost in the sugar/ethanol industry. 
Biological control, alternatively to chemical control, which cause damage to 
human health and environment, is based on use of natural enemies such as 
pathogens that regulated pest insects population to a non-prejudicial level. 
Among pathogens, especially bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) that produce 
toxins, encoding by cry genes, which are protein crystal with entomotoxicity 
activity for diverse insect orders. The present work aims to isolate and 
characterize new strains of Bt with potential entomotoxicity to biological control of 
D. saccharalis in sugarcane. Soil samples collected allowed the isolation of 97 
bacterial colonies phenotypically compatible to Bt. DNA extracted was used in 
PCR reaction using primers to amplify cry1, cry2 and cry9 genes, with activity 
against Lepidoptera and Diptera. In 11.4 and 12.4% of the strains was observed 
fragments with pattern expected for cry2 and cry9 genes, respectively, and ten 
isolated shown pathogenicity ranging from 3.47% to 15.62% for D.saccharalis. 

After comparing the proteomic profiles of the isolates Bt.Pri 4.7 Bt.Pri 4.29, 
Bt.CDi 1.3 and Bt.CDi 1.11 of major and minor pathogenic potential of every 
gene class proteins were identified as shikimate kinase, involved in the 
production of Bt toxins, and assist the understanding of the pathogenesis of this 
microorganism. 
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1. Introdução 

 Dentro do cenário socioeconômico brasileiro a cana-de-açúcar (Saccharum 

ssp.) se destaca como uma das culturas de maior importância por ser a base da 

produção do açúcar e do etanol, que é considerado como fonte alternativa de 

energia. A produção de cana-de-açúcar no Brasil vem apresentando patamares 

elevados e as perspectivas são de incrementos até a safra de 2021. Embora 

apresente perspectivas de crescimento, a cultura da cana-de-açúcar é alvo 

constante de pragas das mais diversas espécies. Esta suscetibilidade a 

disseminação de pragas compromete a planta e por consequência, desacelera a 

produção e afeta a obtenção dos seus principais derivados (MAPA, 2011; 

CONAB, 2014; .Garcia, 2013). 

 Entre as pragas que utilizam a cana-de-açúcar como hospedeiro, os 

insetos ganham destaque como um dos principais fatores limitantes da produção 

de cana-de-açúcar no Brasil. Entre os insetos a Diatraea saccharalis, conhecida 

popularmente como broca da cana-de-açúcar, é reputada como uma das mais 

importantes pragas da cultura da cana pela dificuldade em seu combate devido ao 

fato de parte do seu ciclo biológico ocorrer no interior dos colmos (Pinto, 2006; 

Vacari et al., 2012; Svedese et al., 2013). 

 O resultado mais relevante da infestação por D. saccharalis é a diminuição 

no peso na cana com consequente queda da produção de açúcar e álcool, seus 

principais derivados, em aproximadamente 0,5% quando o índice de infestação 

na lavoura é de apenas 1% (Gallo et al., 2002). Como tentativa de minimizar estes 

e outros danos causados pela D. saccharalis durante a infestação, formulações 

químicas são administradas nas lavouras. No entanto, este método de controle 

em muitos casos é ineficiente e ainda traz problemas ambientais e de saúde 
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pública por serem compostos que permanecem por anos na natureza e 

normalmente atingem espécies não alvo (Franceschini et al., 2001). 

 Visando a diminuição na utilização das formulações químicas, o Controle 

Biológico através da utilização de inimigos naturais é uma alternativa promissora 

para redução de populações de pragas nas lavouras incluindo nas de cana-de-

açúcar. Entre os muitos agentes utilizados, o Bacillus thuringiensis (Bt) é uma das 

mais bem sucedidas estratégias dentro do controle biológico (Brodeur, 2012; 

Walqui et al., 2013). 

 O Bt é uma bactéria cosmopolita encontrada nos mais diversos ambientes 

que apresenta forma de bastonete, capacidade de formar esporos e sintetizar 

proteínas com atividade inseticida. Estas proteínas inseticidas são produzidas na 

forma de cristais na fase estacionária da célula como resultado da expressão de 

genes denominados cry. As inclusões cristalinas (proteínas Cry ou δ-endotoxinas) 

são acumuladas nas células e liberadas no meio ao final da esporulação (Bravo et 

al., 2005; Fiuza et al., 2012).  

 Inúmeros genes cry foram identificados e as proteínas por eles codificadas 

apresentam toxicidade específica para diversas ordens de insetos como 

Lepidóptera, Coleóptera, Díptera, Homoptera, Hymenoptera, Mallophaga. A ação 

das proteínas Cry sobre os insetos susceptíveis se dá após a ingestão dos 

cristais, solubilização, ativação por proteases e ligação a receptores intestinais de 

alta afinidade, com consequente formação de poros nas membranas e destruição 

celular. Em um breve período de tempo é possível observar os efeitos da infecção 

e morte do inseto (Grossi-De-Sá et al., 2007; Bravo e Soberón, 2008). 

 A ação e os efeitos descritos em insetos suscetíveis não são observados 

em seres humanos e outros mamíferos (Sanahuja et al., 2011); por este motivo a 
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prospecção de isolados e identificação de seus genes e proteínas ocorre de forma 

constante para possibilitar o maior conhecimento sobre a patogenicidade do Bt e 

também sua possível utilização em métodos de controle de pragas. 

 Após o isolamento as técnicas que envolvem a Biologia Molecular estão 

sempre presentes na caracterização de novos isolados de Bt com os genes 

normalmente sendo prospectados por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) 

com primers consolidados. Nos últimos anos as técnicas da área da Proteômica 

como a Eletroforese Bidimensional (2D) aliada a Espectrometria de Massas (ME) 

ganharam força e foram incorporadas nas pesquisas envolvendo Bt por 

possibilitar a identificação das proteínas realmente expressas pelo genoma em 

dado momento (Rosas García et al., 2008; Li et al., 2012; Gong et al., 2012). 

 Deste modo, o presente trabalho objetivou a criação de um banco de 

Bacillus thuringiensis com posterior identificação de genes cry presentes, 

avaliação do potencial de isolados sobre D. saccharalis (broca da cana-de-

açúcar) e comparação dos proteomas utilizando eletroforese bidimensional 2D de 

isolados com níveis distintos de patogenicidade, seguido da identificação por 

espectrometria de massas dos peptídeos diferencialmente expressos e que 

possam estar envolvidos na patogênese de Bt contra insetos. 
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2. Revisão da Literatura  

 

2.1 Cana-de-açúcar: Breve histórico e importância econômica 

 A cana-de-açúcar é uma planta pertencente ao gênero Saccharum L., que 

apresenta dois centros de diversidade, um localizado no Velho Mundo (Ásia e 

África) e outro no Novo Mundo (Américas do Norte, Central e Sul). Dentro deste 

gênero existem ao menos seis espécies, com a cana-de-açúcar cultivada 

apresentando-se como um híbrido multiespecífico e por isso recebendo a 

designação Saccharum spp. (Toppa et al., 2010; Cheavegatti-Gianotto et al., 

2011). De origem asiática, os primeiros relatos desta cultura na América do Sul 

datam do período das expedições de Cristóvão Colombo, na região da República 

Dominicana e do México (Brandão, 1985). 

 No século XVI, sob o domínio dos portugueses, teve início a ocupação do 

território brasileiro pela cultura canavieira. As primeiras plantas de cana-de-açúcar 

trazidas e estabelecidas no Brasil eram originárias da Ilha da Madeira e a cultura 

foi introduzida inicialmente na Capitania de São Vicente (São Paulo), pelo então 

governador Martin Afonso de Souza. Na região Nordeste as primeiras plantações 

de cana foram implementadas nas áreas do Recôncavo Baiano e Zona da Mata 

Pernambucana. Em pouco tempo a produção açucareira tornou-se a principal 

atividade econômica da costa brasileira, com a primeira usina de açúcar 

estabelecida em 1532 (Szmrecsanyi, 1979; Cândido da Silva, 2010; Cheavegatti-

Gianotto et al., 2011). 

 Desde então, a cultura da cana-de-açúcar é uma das principais atividades 

econômicas do nosso país, com área cultivada para a safra de 2015/2016 sendo 

estimada em aproximadamente 9.000 mil hectares e uma produção de 655,16 mil 
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toneladas. O estado de São Paulo detém 52% (4.648,2 mil hectares) da área 

plantada, permanecendo como maior produtor, seguido por Goiás com 10% (908 

mil) e Minas Gerais com 8% (715,3 mil hectares). Na região Nordeste os estados 

de Alagoas e Pernambuco destacam-se como principais produtores com 4,2% 

(380,3 mil hectares) e 3,1% (273,4 mil hectares), respectivamente (Figura 1) 

(CONAB, 2015). 

 

Figura 1: Mapeamento da cultura da cana-de-açúcar no território brasileiro. Fonte: CONAB, 2015. 

 
 

 Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento – CONAB (2014), de 

toda produção brasileira de cana-de-açúcar na safra 2014/2015, 56,28% 

destinaram-se a produção de Etanol (23,74 % na forma anidra, e 32,54% 

hidratado) e 43,72% foi utilizada para a produção de açúcar. O Brasil é 

responsável por cerca de 46% da exportação mundial de açúcar com tendências 
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favoráveis a manutenção do posto de maior exportador; enquanto a produção do 

etanol é basicamente voltada para o mercado interno com o ápice do consumo de 

16,5 bilhões de litros registrado em 2009. Nos anos subsequentes houve um 

decréscimo do consumo de etanol, mas com tendência de recuperação a partir de 

2014 com produção de aproximadamente 14 milhões de litros de etanol total 

(CONAB, 2014B). 

 A versatilidade da cultura da cana-de-açúcar possibilita a geração de 

empregos em nosso país, estimando-se que aproximadamente 3,85 milhões de 

pessoas tenham atividades relacionadas à cana-de-açúcar (UNICA, 2010). Os 

números do setor sucroalcooleiro tendem a crescer pelas perspectivas de 

expansão apresentadas no estudo de Projeções do Agronegócio do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento em 2011, no qual se projeta uma área de 

11,52 milhões de hectares com colheita de 934,59 milhões de toneladas de cana-

de-açúcar na safra 2020/2021. Entretanto, a cultura canavieira e 

consequentemente sua produtividade é constantemente ameaçada por variáveis 

climáticas (Ex.: temperatura e precipitação), além da presença nas lavouras de 

ervas daninhas, nematóides (Ex.: Meloidogyne incognita) e insetos de diversas 

ordens. Os insetos-praga figuram entre os principais fatores limitantes da 

produção de cana-de-açúcar no Brasil (Miranda et al., 2003; Cheavegatti-Gianotto 

et al., 2011; Da Silva et al., 2012; Kumar e Yalew, 2012; Garcia, 2013; Yirefu et 

al., 2013). 

 

 

 

 



24 
 

 

2.2 Pragas associadas à cana-de-açúcar 

 Mais de 67.000 espécies de insetos são responsáveis por algum tipo de 

dano às plantações no mundo (Herrera-Estrella, 1999). Logo, a presença de 

insetos-praga está entre os principais fatores limitantes da produção do 

agronegócio mundial. No Brasil, o ataque de insetos as lavouras ocasionam 

perdas na ordem de 18 bilhões de reais (Zarbin e Rodrigues, 2009)  

 Pinto (2006) relatou que mais de 1.500 espécies de insetos utilizam a cana-

de-açúcar para alimentação. Entre esta gama de insetos-pragas que utilizam a 

cana-de-açúcar como hospedeira, Mahanarva fimbriolata (Stal) (cigarrinha-das-

raízes da cana-de-açúcar), Sphenophorus levis (Vaurie) (bicudo-da-cana), Telchin 

licus licus (Drury) (broca gigante) e a Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera: 

Crambidae) (broca da cana-de-açúcar) ganham maior notoriedade pelos graves 

danos diretos e indiretos causados à cultura (Polancyyk et al., 2004; Almeida et 

al., 2008; Oliveira, 2009). 

 Possivelmente originária da América Central e América do Sul, a Diatraea 

saccharalis é considerada como uma das pragas mais nocivas para a cultura da 

cana-de-açúcar na maior parte dos países onde esta é cultivada, incluindo o 

Brasil (Polanczyk et al., 2004, Svedese et al., 2013). Além da cana-de-açúcar a D. 

saccharalis também é responsável pelo ataque a outras plantas da família das 

gramíneas como o arroz (Oryza sativa L.), milho (Zea mays L.) e sorgo (Sorghum 

bicolor L.) (Hamm et al., 2012). 

 Segundo Botelho e Macedo (2002), a broca-da-cana apresenta as fases de 

ovo, larva, pupa e adulto durante o seu ciclo de vida, tendo portanto um 

desenvolvimento holometabólico. A oviposição pelas mariposas na parte inferior 

ou superior das folhas inicia o ciclo. A postura pode conter de 5 até 50 ovos (de 
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coloração amarelada) com a eclosão das larvas ocorrendo em um intervalo de 

quatro a nove dias. O parênquima foliar é utilizado como alimento e em seguida 

as lagartas dirigem-se para as proximidades do colmo, onde perfuram para 

alimentar-se da polpa. No interior da planta as lagartas passam por ecdises (cinco 

a seis) até atingirem o tamanho aproximado de 2,5 cm. Nesta fase as lagartas 

apresentam coloração amarelo-palha e cápsula cefálica marrom. Posteriormente 

as lagartas transformam-se em pupas de coloração castanha e entre nove e 

catorze dias os adultos emergem. Os indivíduos na fase adulta apresentam 

hábitos noturnos, com a oviposição iniciando ao final do dia (Gallo et al., 2002; 

Cruz, 2007). 

 O ciclo biológico da broca-da-cana em campo se completa entre 53 e 60 

dias a depender das condições climáticas (Figura 2). Em condição de laboratório, 

o ciclo biológico apresenta duração média de 65 dias, quando ovos, pupas e 

adultos são mantidos a 22 ± 1°C, com umidade relativa de 70 ± 10% e 12 horas 

de fotoperíodo e larvas a 26 ± 1°C, com umidade relativa de 80 ± 10% e 12 horas 

de fotoperíodo (Gallo et al., 2002; Freitas et al., 2007). 
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Figura 2: Ciclo biológico da Diatraea saccharalis (broca-da-cana). 

 

 O momento crítico do ataque da D. saccharalis para a cultura da cana-de-

açúcar se dá na fase larval, quando durante a alimentação são provocados danos 

diretos e indiretos aos tecidos das plantas. Os danos podem consistir em perda 

de peso, aberturas de galerias que tendem a provocar o tombamento dos colmos, 

aumento dos entrenós, entre outros. Os danos indiretos são frequentemente 

associados à invasão das galerias por micro-organismos oportunistas, a exemplo 

do fungo Fusarium moniliforme (Shel.), que promovem a diminuição da pureza do 

caldo, menor rendimento de açúcar e contaminações da fermentação alcoólica 

(Macedo e Botelho, 1988; Margarido e Castilho, 1988; Gallo et al., 2002). 

 D. saccharalis é disseminada em todas as regiões do Brasil e para cada 

1% de infestação desta praga na lavoura de cana-de-açúcar estima-se uma 

diminuição no peso na cana, na produção de açúcar e álcool em torno de 0,77%, 

0,25% e 0,20% respectivamente (Gallo et al., 2002). O controle da D. saccharalis 

utilizando produtos químicos é normalmente ineficiente em virtude de parte do 
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desenvolvimento deste inseto ocorrer no interior do colmo. Este aspecto 

impulsionou estudos com métodos de controle mais eficientes e menos adversos 

(Vacari et al., 2012). 

 

2.3 Métodos de controle das pragas associadas à cana-de-açúcar 

 

 Os métodos de controle de pragas nas lavouras, especialmente insetos, é 

usualmente realizado com a aplicação de formulações químicas que normalmente 

acarretam em riscos à saúde humana e ao meio ambiente; além de requerer 

décadas para que ocorra sua total degradação (Franceschini et al., 2001). 

 Segundo a Associação Brasileira de Saúde Coletiva, em 10 anos houve um 

aumento considerável na utilização de defensivos químicos no Brasil de 

aproximadamente 253 milhões de litros; com a cultura da cana-de-açúcar 

ocupando o terceiro lugar no ranking nacional de consumidores por utilizar 10% 

deste total (entre inseticidas, fungicidas, acaricidas e outros produtos) o que 

equivale a aplicação de 4,8 litros/hectare (ABRASCO, 2012). 

 Em oposição ao método químico, o controle biológico tem despontado 

como excelente alternativa para o controle de insetos-praga por empregar 

espécies de inimigos naturais. Segundo Brodeur (2012), esta alternativa vem 

sendo praticada há séculos e é considerada uma abordagem amigável para o 

ecossistema. O controle biológico visando à redução da população de pragas nas 

lavouras de cana-de-açúcar pode ser realizado através do emprego de insetos, 

fungos e bactérias (Macedo et al., 2012; Svedese et al., 2013; Dinardo-Miranda et 

al., 2014). 



28 
 

 

 Algumas destas estratégias de controle estão sendo usadas para o 

combate da Diatraea saccharalis. Uma das estratégias mais eficientes é a 

utilização de insetos como a vespa Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera, 

Braconidae) e o Trichogramma galloi (Zucchi) (Hymenoptera, Trichogrammatidae) 

que parasitam respectivamente, as lagartas e os ovos de D. saccharalis, 

provocando a redução da infestação desta praga nos canaviais (Lima Filho e 

Lima, 2001; Da Silva et al., 2012). Entre os fungos, o Beauveria bassiana 

(Balsamo) Vuillemin tem causado morte significativa de D. saccharalis e 

demonstrado potencial de uso para programas de controle biológico desta praga 

(Svedese et al., 2013).  

 O controle biológico de D. saccharalis também tem sido realizado pela 

utilização de bactérias como o Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bt). Os métodos 

de controle com B. thuringiensis sobre D. saccharalis empregam desde 

formulações que contenham esporos e cristais proteicos considerados 

entomotóxicos e que são produzidos por este micro-organismo, até a criação de 

plantas geneticamente modificadas que expressam constitutivamente toxinas de 

Bt (Van Frankenhuyzen, 2009; Waqui et al., 2013). 

 

2.4 Bacillus thuringiensis  

 A primeira descrição deste micro-organismo data de 1901 quando foi 

descoberto por Ishiwata (Ishiwata, 1901) ao estudar as possíveis causas da 

mortalidade do bicho-da-seda (Bombyx mori) no Japão. Ishiwata apontou uma 

bactéria esporulante como a responsável pela morte do Bombyx mori e a 

denominou de Bacillus sotto. Em 1911 este micro-organismo volta a ser descrito 

nos isolamentos realizados por Berliner em traça-de-farinha (Anagasta kuehniella) 



29 
 

 

e ele o nomeia como Bacillus thuringiensis (Bt) em homenagem a província de 

Thuringia, localizada na Alemanha, local no qual foi encontrado primeiro inseto da 

traça-de-farinha infectado, sendo este o nome mantido atualmente (Glare e 

O’Callagham, 2000). No entanto, Sanahuja et al. (2011) relatam a possível 

utilização de esporos de Bt no Egito antigo, sendo portanto as propriedades 

inseticidas deste micro-organismo reconhecidas muito antes da sua descrição 

científica. 

 Os primeiros produtos inseticidas contendo subespécies de B. thuringiensis 

foram comercializados na França em 1930 (Shelton et al., 2002), no entanto a 

eficácia inseticida dos cristais produzidos e liberados por esse micro-organismo 

só veio a ser comprovada em experimentos realizados por Angus em 1956. 

 Bacillus thuringiensis está inserido na família Bacillaceae, que apresenta 

dois gêneros denominados Clostridium e Bacillus, e reúne a maioria das espécies 

com capacidade de formação de esporos. O Bt é um bastonete Gram-positivo 

com aproximadamente 1 µm de largura por 5 µm de comprimento, quando na 

natureza; apresentando flagelos e capacidade de formar esporos (Konecka et al., 

2006). Estes esporos apresentam formato elipsoidal, estando localizados nas 

regiões central ou paracentral da célula mãe. O Bt é uma espécie aeróbia não 

restrita e seu crescimento se dá na faixa entre 10 a 45 °C, sendo facilmente 

distinguida das outras espécies do gênero pela a presença intracelular de um 

cristal proteico (Figura 3) (Vilas-Bôas et al., 2007).  
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Figura 3: Célula de B. thuringiensis com esporo e cristal (Regis et al., 2001; com 
modificações). 

 

 De acordo com Pinto et al. (2009/2010) o Bacillus thuringiensis apresenta 

duas fases durante o seu desenvolvimento denominadas de fase vegetativa e 

fase estacionária. Neste aspecto se torna semelhante ao desenvolvimento 

descrito para outras bactérias do gênero Bacillus. A fase vegetativa é 

caracterizada pelo crescimento exponencial das células e ocorre no momento de 

grande disponibilidade de nutrientes no meio, enquanto a fase estacionária se dá 

quando o meio se torna hostil, com as bactérias adequando-se à baixa 

disponibilidade de nutrientes. 

 Esta bactéria é encontrada naturalmente no solo e também em outros 

substratos como: insetos mortos, plantas, água e detritos podendo ser isolada por 

métodos relativamente simples (Maduell et al., 2007; Monnerat et al., 2007; Guz 

et al., 2009; Muniady et al., 2011; Konecka at al., 2012). O Bt é reconhecidamente 

responsável pela síntese de inclusões cristalinas durante a fase de esporulação, 

que apresentam capacidade inseticida. Estas inclusões são denominadas de 

proteínas Cry (Cristal) ou δ-endotoxinas; que são codificadas pelos genes 

também denominados cry (Yamamoto e Dean, 2000; Martínez e Caballero, 2002; 
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Swiecicka et al., 2002; Uribe et al., 2003; Wang et al., 2003; Bravo et al., 2005; 

Fiuza et al., 2012). 

 Além da síntese das proteínas Cry, o Bt sintetiza outras proteínas e fatores 

de virulência que também apresentam atividade inseticida; destacando-se as 

proteínas Cyt e Vip. As endotoxinas citolíticas (proteínas Cyt), assim como as Cry, 

são sintetizadas na fase de esporulação, no entanto, não se verificam homologias 

entre estas duas classes de proteínas (Lereclus et al., 1993, Bravo et al., 2011), 

enquanto as proteínas inseticida vegetativas (Vip) são sintetizadas no 

sobrenadante da cultura tanto na fase vegetativa como na fase de esporulação 

(Estruch et al., 1997). 

 Além das proteínas citadas acima e reconhecidamente ativas contra 

insetos das mais diversas ordens; outras toxinas produzidas por Bt foram 

descobertas como a β-exotoxina, conhecida como thuringiensina (Heimpel, 1967), 

e a parasporina (Mizuki et al., 2000); juntando-se ainda outros fatores de 

virulência como: enterotoxinas, fosfolipases, hemolisinas e quitinases (Höfte e 

Whiteley, 1989; De Maagd et al., 2001). A parasporina difere das outras toxinas 

produzidas por Bt por não apresentar capacidade inseticida, porém vem 

despertando grande curiosidade na área das ciências médicas pela sua 

capacidade de ação contra protozoários patogênicos e células cancerosas 

humanas (Cappello et al., 2006; Ohba et al., 2009, Krishnan et al., 2010).  
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2.5 Genômica e Proteômica de Bacillus thuringiensis 

 

Com o avanço das pesquisas, o Bacillus thuringiensis cada vez mais ganha 

destaque como agente de controle para insetos pragas, por isso a comunidade 

científica passou a investir no estudo da sua variabilidade genética através de 

técnicas das áreas da Genômica e Proteômica. A prospecção e a caracterização 

de novos genes são normalmente realizadas através da técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), e cada vez mais as análises de expressão gênica, 

tanto transcriptômicas quanto proteômicas, têm contribuído para a descoberta de 

novos fatores de virulência expressos por cepas de Bt (Rosas García et al., 2008). 

Por meio de técnicas da biologia molecular, sabe-se atualmente que o 

genoma do Bt é composto por inúmeros elementos extracromossomais e 

plasmídeos. Dos 2,4 a 5,7 Megabases (Mb) que compõem o genoma do Bt, os 

elementos extracromossomais representam 10 a 20% e os plasmídeos 

apresentam tamanho variando de 2 a 200 Kpb (Carlson et al., 1994; Schnepf et 

al., 1998; Pérez, 2004). 

 Em relação aos genes de Bt, os cry são os mais conhecidos e cerca de 770 

foram identificados e estão distribuídos com base na homologia das proteínas em 

68 diferentes classes (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). 

Sabe-se também que uma linhagem de Bt pode conter em seu genoma uma ou 

várias cópias de um mesmo gene cry ou ainda apresentar diferentes genes cujos 

produtos irão formar o mesmo cristal de proteína. A localização preferencial em 

plasmídeos conjugativos, além da frequente associação a elementos genéticos 

móveis, são as características determinantes da diversidade destes genes e 

consequentemente da ocorrência de linhagens de bactérias contendo diferentes 
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combinações que resultam em perfis distintos de toxicidade (Capalbo et al., 

2005). 

 A regulação da expressão dos genes cry dá-se através de fatores sigma 

específicos da fase de esporulação ou através de fatores específicos da fase de 

crescimento vegetativo (Valadares-Inglis et al., 1998). No entanto, a expressão do 

gene cry de Bt ocorre geralmente na fase estacionária da célula, acumulando seu 

produto na célula mãe, na forma de uma inclusão cristalífera (protoxinas) que é 

liberada no meio ao final da esporulação (Lereclus et al., 2000). 

 O resultado da expressão dos genes cry são as proteínas também 

denominadas Cry distribuídas em diferentes classes que apresentam pesos 

moleculares variando entre 40 e 140 kDa (Bravo, 1997). Normalmente os 

pesquisadores têm determinado o perfil molecular das proteínas encontradas por 

métodos como o de eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), pois a análise dos polipeptídeos em SDS-PAGE pode auxiliar e 

complementar os dados de toxicidade pelo padrão de bandas observadas no gel, 

sendo fundamental para verificar a expressão dos genes (Loguercio et al. 2002; 

Porcar e Juárez-Pérez, 2003; Grossi-De-Sá et al., 2007; Kitami et al., 2011, 

FIUZA, 2012). 

 Posteriormente a verificação do padrão de bandas em gel SDS o estudo do 

proteoma por análise bidimensional, ou eletroforese 2D, que consiste na 

separação das proteínas em uma primeira dimensão pelo ponto isoelétrico (PI) 

através da focalização isoelétrica (IEF) e na segunda dimensão pelo peso 

molecular (MM); pode fornecer uma visão mais ampla da presença de proteínas, 

abundância e de possíveis modificações pós-traducionais além de gerar uma 

maior compreensão sobre a fisiologia, patogênese e mecanismo de combate ao 
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sistema imunológico do hospedeiro (Rocha et al., 2005; Li et al., 2012). Proteínas 

de três fases de crescimento de isolado de Bt foram analisadas por Li et al. (2012) 

utilizando a técnica 2D que permitiu a detecção de aproximadamente 980 

proteínas somadas as três fases. As proteínas diferencialmente expressas foram 

analisadas usando MALDI-TOF/TOF que após busca em banco de dados, 

permitiu a identificação de proteínas de significativa regulação nas três fases e 

agrupamento das demais em grupos de fatores bioativos, metabolismo, formação 

de cristal e esporo, síntese de proteínas, entre outras funções. Gong et al. (2012) 

também utilizaram a técnica 2D e análise MS-TOF/TOF para estudos com 

expressão de proteínas em diferentes fases de Bt que foram capazes de revelar 

alterações metabólicas e da regulação da translocação da síntese de proteínas. 

Rang et al. (2015) realizaram uma abordagem comparativa entre genoma e 

proteoma com gel 2D seguido de nano-LC-MS/MS para análise de isolado de Bt e 

foi possível, através da comparação das duas bases de dados, inferir que alguns 

genes haviam sido silenciados ou que foram expressos em níveis muito baixos. 

 A espectrometria de massas subsequente à análise 2D como observado, é 

fundamental para a total compreensão da composição dos cristais de proteínas 

de Bt, pois estes são normalmente formados por mais de uma proteína, além de 

apresentar grande utilidade no sequenciamento dos peptídeos possibilitando o 

entendimento da conformação proteica (Ranasinghe e Akhurst, 2002; Lee et al., 

2006). 

 Segundo Habib e Andrade (1998), a configuração dos cristais formados é 

consequência da composição e estrutura das δ-endotoxinas presentes; logo, os 

cristais podem apresentar formas indefinidas ou podendo ainda distinguindo-se 

entre formas bipiramidais, cuboide, romboide, ovoide e esférico. 
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 As proteínas Cry são compostas por duas regiões distintas denominadas 

de região N-terminal (Amino- terminal) e C-terminal (Carboxy-terminal). A porção 

N-terminal é a região onde se localiza a toxina ativa e a porção C-terminal, que 

ainda não tem função totalmente elucidada, mas acredita-se que essa região é 

necessária para que ocorra a formação do cristal no interior na bactéria (Höfte e 

Whiteley, 1989; Park et al., 2000; De Maagd et al., 2003; Samir et al., 2006). 

 Algumas das proteínas Cry que apresentam atividades contra diferentes 

insetos já tiveram sua estrutura terciária solucionada através de cristalografia, 

incluindo as proteínas: Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa e Cry4Ba 

(Galitsky et al., 2001; Morse et al., 2001; Boonserm et al., 2005, 2006) (Figura 4). 

Através das estruturas terciárias foi possível revelar a organização das proteínas 

em três domínios que são denominados como I, II e III.  

 O Domínio I é formado por sete alfa-hélices e está diretamente envolvido 

na inserção da proteína na membrana e consequentemente com a formação de 

poros; os domínio II e III estão envolvidos com o reconhecimento e com a 

interação a receptores do intestino médio dos insetos susceptíveis, sendo o 

domínio II (ou beta-prisma) constituído por três folhas dobradas e simétricas, 

formando as beta-folha e o domínio III é formado por duas beta-folha antiparalelas 

(De Maagd et al., 2001; Bravo et al., 2005, 2007; Boonserm et al., 2005). 
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Figura 4: Estrutura terciária de proteínas Cry obtidas por cristalografia. Fonte: Pigott e Ellar 2007; 
Boonserm et al. (2005).  

 
 
 Outros genes importantes são responsáveis pela expressão das 

endotoxinas Cyt e Vip, contidos em plasmídeos de aproximadamente 125 kb e de 

maior massa molecular (Estruch et al., 1996; Glare e O’Callagham, 2000). As 

proteínas Cyt (divididas nos grupos Cyt1A, Cyt1B, Cyt1C; Cyt2A, Cyt2B e Cyt3A) 

apresentam peso molecular variando entre 25-28 kDa e são compostas por duas 

regiões N e C-terminais, assim como as Cry, no entanto diferem destas por serem 

formadas por um único domínio composto por duas cadeias externas que 

apresentam forma de α-hélice e uma cadeia localizada internamente com forma 

de β-folha pregueada. (Glare e O’Callagham, 2000; De Maagd et al., 2003; Angelo 

et al., 2010; Crickmore et al., 2013). As proteínas Vip (divididas nas subfamílias 

Vip1, Vip2 e Vip3) apresentam uma massa molecular variando de 88 a 100 kDa 

(Whitehouse, 2007) e ao menos para as proteínas Vip3A sabe-se que são 

secretadas sem a porção N-terminal (Estruch et al., 1996). 
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 As características das proteínas e de outras toxinas secretadas por Bacillus 

thuringiensis, bem como seus mecanismos de ação, apresentam importância 

científica por possuírem atividade entomopatogênica; contribuindo para o 

destaque deste micro-organismo como um dos principais agentes utilizados em 

controle biológico devido as suas características de especificidade, aliada a 

ausência de danos ao seres humanos e ao meio ambiente, uma vez que as 

toxinas apresentam atividade restrita ao trato digestivo dos insetos (Kumar, 

Chandra e Pandey, 2008; Sanahuja et al., 2011). 

 

2.6 Entomopatogenicidade de Bacillus thuringiensis 

 

 As propriedades inseticidas dos cristais de proteínas produzidos por Bt 

foram reveladas ao serem encontrados esporos e cristais em lagartas mortas da 

traça-da-farinha, e no instante em que se observou que essas lagartas, quando 

em contato direto com os esporos/cristais, não apresentavam qualquer sintoma; 

porém quando as folhas revestidas com essa mistura eram ingeridas, as lagartas 

cessavam a alimentação e morriam (Sanahuja et al., 2011). 

 Na atualidade, sabe-se que as toxinas e inclusões de proteínas produzidas 

podem apresentar toxicidade específica para espécies de diversas ordens de 

insetos como Lepidóptera, Coleóptera, Díptera, Homoptera, Hymenoptera, 

Mallophaga; apresentando também atividade contra espécies de nematoides e 

outros invertebrados (De Maagd et al. 2003; Kotze et al., 2005; Grossi-De-Sá et 

al., 2007; Bravo e Soberon, 2008). A variabilidade das toxinas Cry conhecidas 

atualmente permite que se compreendam quais são os elementos importantes na 
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função da toxina, sua especificidade ao inseto alvo (Pigott e Ellar, 2007) e seu 

mecanismo de ação. 

 As proteínas Cry são produzidas na forma inativa (protoxinas) e 

posteriormente à ingestão pela larva do inseto suscetível, o cristal de proteína é 

solubilizado ao entrar em contato com o pH alcalino do intestino (Figura 5). Após 

o passo de solubilização, as protoxinas são ativadas pela ação de proteases 

intestinais que irão produzir a forma ativa das toxinas. Estas toxinas ligam-se a 

receptores locais de alta afinidade que estão presentes na superfície das células 

epiteliais do intestino médio e que possibilitam a formação de poros nas 

membranas, causando a destruição das células (Knaak et al., 2010). 

 

 

Figura 5: Esquema da ação das toxinas Cry. (Figuras USDA, GMO Safety; Embrapa)  

 
 
 O mecanismo de ação é bem caracterizado. Tem início no momento da 

solubilização dos cristais de protoxinas em pH alcalino, sendo portanto necessário 

que os cristais encontrem um ambiente redutor e assim ocorra a ruptura das 
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pontes dissulfeto localizadas na porção C-terminal das proteínas Cry. As 

condições necessárias para o início do mecanismo como descrito anteriormente, 

são normalmente observadas no intestino médio de larvas de inseto, tornando-os 

suscetível às toxinas (Knowles, 1994). 

 Uma vez em contato com o pH alcalino e estando sob ação de enzimas 

proteolíticas, as protoxinas são clivadas e liberam a porção N-terminal ativa e em 

seguida se ligam a receptores que as mantém presas à membrana. Logo após a 

interação entre toxina e receptor, observa-se uma mudança conformacional da 

molécula, permitindo sua inserção no epitélio e promovendo a formação de 

oligômeros de toxinas e poros na membrana (Delécluse et al., 2000). 

 Segundo Knowles (1994), as toxinas ativas proporcionam um aumento da 

absorção da glicose, iniciando os sintomas histopatológicos que podem ser 

observados no intervalo entre 1 e 5 minutos após a ingestão. Após este curto 

período, observa-se a paralisia do intestino médio, aumento do pH da hemolinfa e 

redução do pH do lúmen (intervalo de 5 à10 minutos); posteriormente verifica-se o 

aumento do fluxo e concentração de K+ da hemolinfa, colapso metabólico celular 

(intervalo de 10 à 30 minutos), lise celular e ruptura da membrana basal. Entre 

uma e sete horas ocorre a paralisia geral, com consequente morte por falta de 

alimento ou septicemia sendo observada entre um e três dias. 

 As etapas descritas anteriormente são comuns aos dois modelos 

atualmente aceitos para explicar o mecanismo de ação das toxinas Cry. O mais 

antigo modelo de ação é denominado “formação de poros” e parece ser o mais 

comum entre as ordens Diptera, Lepidoptera e Coleoptera. Esse modelo explica 

que a ligação da toxina com os receptores específicos provoca a formação de 

oligômeros de toxinas que se ligam a receptores secundários da membrana da 
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célula intestinal, culminando com a inserção da toxina oligomérica na membrana 

das células epiteliais do intestino, resultando na formação dos poros (Bravo et al., 

2007; Bravo e Soberón, 2008). 

 No modelo de “transdução de sinal” (o mais recente dos modelos), explica 

que a proteína Cry se liga com receptores específicos induzindo várias reações 

intracelulares. Estas reações envolveriam a proteína G e a adenilato ciclase 

aumentando a concentração de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) intracelular 

e consequentemente ativando a proteína quinase; danificando a célula pelo 

desequilíbrio de pressão interna (Bravo e Soberón, 2008). Independente do 

modelo, a ação da toxina paralisa o aparelho digestório ocasionando a morte do 

inseto (Bravo e Saberón, 2008; Vallete-Gell et al., 2008). 

 O mecanismo de ação das proteínas Cyt é semelhante ao das proteínas 

Cry, começando pela síntese como protoxinas e com posterior remoção de 

pequenas porções nas extremidades N e C-terminais (Gill et al., 1987; Li et al., 

1996), porém estas não se ligam com receptores de proteínas; interagindo 

diretamente com a membrana lipídica para a formação dos poros (Li et al., 1996; 

Promdonkoy e Ellar, 2003). Segundo De Maagd et al., (2003), a principal ação 

das proteínas Cyt é contra insetos da ordem Diptera e alguns trabalhos têm 

apresentado resultados que comprovam uma sinergia entre tipos de proteínas Cry 

e Cyt (Pérez et al., 2005). 

 As Vip proteínas são secretadas durante o crescimento bacteriano que se 

dá antes da fase de esporulação, não sendo verificada homologia entre suas 

sequências com sequências das δ-endotoxinas (Cry e Cyt) (Estruch et al., 1996; 

Mahon et al., 2012). Os estudos sobre o mecanismo de ação de membros das 

classes das proteínas Vip apontam que, assim como as proteínas Cry, a atividade 
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é iniciada no epitélio intestinal; no entanto, apresentam a vantagem de se ligarem 

mais rapidamente aos receptores de membranas das células do epitélio, 

começando uma degeneração progressiva (Yu et al., 1997, 2011). As proteínas 

Vip apresentam ação tóxica específica para insetos da ordem Lepidoptera, 

Coleoptera e Hemiptera (Estruch et al., 1996; Warren, 1997; Sattar et al., 2008).  

 Algumas cepas de Bt são responsáveis pela produção de uma exotóxina 

termoestável chamada de β-exotoxina ou também denominada como 

thuringiensina. Sabe-se que esta exotoxina é secretada no meio de cultura 

quando se inicia o processo de esporulação, sendo considerado um análogo 

nucleotídico de DNA e apresentando peso molecular de 701 Daltons. Esta toxina 

tem demonstrado ação tóxica a insetos das ordens dos Lepidópteros, Dípteros, 

Coleópteros, Hemípteros e também a outros grupos como os protozoários, 

platelmintos e nematódeos (Hernández et al., 2003). A thuringiensina atua 

principalmente na inibição da RNA polimerase por competir pelo ATP gerando 

danos na formação dos fusos mitóticos, apresentando então efeitos teratogênicos 

e mutagênicos (Hansen e Salamitou, 2000). 

 

2.7 Produtos à base de B. thuringiensis 

 

 Apontados como excelente alternativa frente aos inseticidas químicos, os 

produtos cuja base são esporos e cristais (ou a mistura de ambos) de Bacillus 

thuringiensis correspondem a cerca de 90% do mercado mundial de bioinseticidas 

(Vilas-Bôas et al., 2007; Konecka et al., 2011). 

 Inseticidas a base de Bt possuem atividade eficaz e são considerados 

amigos do ambiente por apresentarem gama de hospedeiro específica; ou seja, 
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não apresentam influência negativa sobre animais não-alvo; são inofensivos aos 

seres humanos e a outros mamíferos uma vez que estes não possuem os sítios 

de ligação para as toxinas; são biodegradáveis e, portanto, não poluentes (Kumar, 

Chandra e Pandey, 2008; Sanahuja et al., 2011). 

 Segundo Mishra et al. (2015) a utilização de biopesticiadas tem uma 

propensão cada vez mais crescente na América Latina em culturas orgânicas. No 

Brasil, a utilização de biopesticidas vem crescendo e já no ano de 2010 estimou-

se que aproximadamente 3 milhões de hectares recebiam tratamentos anuais 

com formulações que continham micro-organismos (Kabaluk et al., 2010). No final 

de 2011, 26 biopesticidas eram comercializados no Brasil, destes, 9 produtos 

eram formulados a base de Bt. 

(http://www.agricultura.gov.br/portal/page/portal/Internet-MAPA/pagina-

inicial/servicos-e-sistemas/sistemas/agrofit).  

 Sucesso na aplicação desses biopesticidas a base de Bt e de novas 

estirpes deste micro-organismo continuam sendo relatados em vários países. A 

eficiência destas formulações foi atestada em diferentes estádios do 

desenvolvimento de lepdópteros a exemplo do Spodoptera littoralis (Bois.) 

(curuquerê); inseto que ataca culturas de grande importância econômica como 

algodão, milho e trigo (Porcar e Caballero, 2000; Dutton et al., 2003; Pineda et al., 

2007; Alfazairy et al., 2012). Vários sorotipos de Bacillus thuringiensis, entre eles 

o B. kurstaki e o B. tolworthi também apresentaram atividade contra D. 

saccharalis que figura entre as principais pragas da cana-de-açúcar (Rosas-

Garcia, 2006; Gitahy et al., 2007; Van Frankenhuyzen, 2009).  

 Grande parte das estirpes de Bt isoladas são destinadas para produção de 

pesticidas biológicos para pragas agrícolas. No entanto, alguns isolados Bt da 
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subespécie israelensis apresentam eficiência e estão sendo aplicados contra 

insetos que trazem sérios problemas de saúde pública como Anopheles 

albimanus e Aedes aegypti, vetores da malária e de arboviroses como a dengue, 

chikungunya e zica, respectivamente (Fillinger et al., 2003; Santos, 2012; 

Marcondes e Ximenes, 2015; Honório et al., 2015). Isolados de Bacillus 

thuringiensis que não possuem atividade inseticida, mas que produzem proteínas 

paraesporais também são estudados principalmente no Japão por terem 

apresentado eficiência contra células cancerosas humanas de forma seletiva 

(Wong, 2010). 

 A biotecnologia deu novos rumos ao uso do B. thuringiensis ao possibilitar 

a criação de plantas modificadas geneticamente que produzem as toxinas Cry de 

forma contínua em seus tecidos, desta forma facilitando o controle de insetos, 

principalmente aqueles que perfuram os tecidos das plantas (Soberón et al., 

2009). 

 Nos anos 90 teve início a comercialização de plantas transgênicas que 

apresentavam resistência a insetos. Na época foram introduzidas plantações de 

milho, batata e de algodão com a capacidade de expressar genes cry de Bacillus 

thuringiensis. As variedades transgênicas comerciais a princípio expressavam 

uma única proteína Cry com atividade lepidóptera específica, a exemplo do 

algodão Bollgard que expressava a proteína Cry1Ac. Posteriormente proteínas 

Cry com atividade coleóptera específica começaram a ser utilizadas, assim como 

o consórcio de mais de um gene cry que expressam proteínas com atividade 

contra lepidópteros e coleópteros em uma mesma cultivar (Gatehouse, 2011).  

 Atualmente, as plantas geneticamente modificadas com maior 

comercialização no mundo são as resistentes ao ataque de insetos-praga e esta 
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característica é conferida pela expressão de toxinas de Bt (Trtikova et al., 2015). 

Culturas, a exemplo da soja, tomate, repolho e do arroz já foram transformadas 

geneticamente e expressam proteínas Cry com atividade tóxica para insetos, 

além de variedades de cana-de-açúcar que tiveram genes cry1 introduzidos e 

estão apresentando bons resultados contra insetos da ordem Lepidoptera (Braga 

et al., 2001; 2003; Coombs et al., 2002; Bhattacharya et al., 2002; Ye et al., 2003; 

Xiang-Qian et al., 2007; Homrich et al., 2008; Arvinth et al., 2010). 

 Após 20 anos de implantação, o maior percentual de área com plantas 

geneticamente modificadas permanecem dominadas por alguns países como os 

Estados Unidos da América, o primeiro a adotar culturas transgênicas e maior 

cultivador com 73,1 milhões de hectares o que corresponde a 40,3% da área 

mundial; Brasil em segundo lugar com 42,2 milhões de hectares e 23,3% da área, 

seguido da Argentina com 24,30 milhões de hectares e 13,4% (Clive, 2015). 

 Culturas que expressam única ou múltiplas toxinas de Bt têm demonstrado 

substanciais benefícios ambientais e econômicos para grandes e pequenos 

agricultores em vários países como a redução da aplicação de inseticidas e 

aumento da produtividade (Thirtle et al., 2003; Wu et al., 2005; Kathage e Qaim, 

2012). Porém, Bobrowski et al. (2003) admitem que um dos principais desafios da 

utilização de plantas capazes de expressar as toxinas de Bt é evitar o 

desenvolvimento de resistência na população de insetos. A resistência às toxinas 

de Bt já foram relatadas em diferentes espécies de insetos, portanto a 

continuidade do sucesso das plantas geneticamente modificadas e de outras 

estratégias de controle está diretamente relacionada à prospecção de novos 

isolados e a identificação de novas proteínas de Bt; assim como estudos sobre 

sua expressão, ação e especificidade. 
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3. Objetivos  

3.1 Objetivo geral 

 

 Identificar genes cry e proteínas diferencialmente expressas em isolados 

de Bacillus thuringiensis com maior e menor potencial entomotóxico, útil no 

controle biológico da D. saccharalis. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Criar uma coleção de isolados de Bacillus thuringiensis (Bt). 

2.  Caracterizar molecularmente, nos isolados de Bt, genes que codificam 

para toxinas Cry. 

3.  Verificar por bioensaios o potencial de patogenicidade para D. 

saccharalis de isolados de Bacillus thuringiensis pertencentes ao banco. 

4.  Analisar comparativamente os perfis proteômicos de isolados com 

maior e menor potencial de patogenicidade sobre os insetos-praga, e 

identificar proteínas diferencialmente expressas. 
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4. Capítulo 1 

 

Título: Prospecção de genes de isolados de Bacillus thuringiensis 

associados ao desenvolvimento do controle biológico de D. saccharalis na 

cultura da cana-de-açúcar (Saccharum spp.) 
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Resumo 
 
A cultura da cana-de-açúcar possui importância econômica para o Brasil e para o 
Estado de Pernambuco pela produção de açúcar e etanol. No entanto, parte da 
produção é perdida devido ao ataque de insetos-praga, destacando-se a broca da 
cana-de-açúcar (Diatraea saccharalis) que causa graves perdas econômicas para 
o setor sucroalcooleiro. O controle de pragas através de inseticidas químicos 
pode causar danos à saúde humana e ao meio ambiente, sendo necessários 
métodos alternativos para o controle de insetos-praga. Neste contexto, o controle 
biológico alternativo ao controle químico consiste no emprego de inimigos naturais 
como parasitoides, predadores ou patógenos que promovem a regulação da 
população de insetos-praga a níveis não-prejudiciais. Dentre estes patógenos 
destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) que produz toxinas codificadas 
pelos genes cry no formato de cristais proteicos com atividade entomotóxica para 
diversas ordens de insetos. O presente trabalho teve como objetivo o isolamento 
e caracterização de novas estirpes de Bacillus thuringiensis com potencial 
entomotóxico para controle biológico da Diatraea saccharalis em cana-de-açúcar. 
Foram coletadas amostras de solo que resultaram no isolamento de 97 colônias 
bacterianas, sendo 28 originárias do Estado da Bahia (município de Mucugê - 
Chapada Diamantina) e 69 do Estado de Pernambuco (municípios de Brejão, 
Primavera e Recife). As colônias obtidas apresentaram características fenotípicas, 
presença de esporos e cristais proteicos compatíveis com os descritos para Bt. O 
DNA total foi extraído usando o Kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification 
(Promega) conforme recomendações do fabricante, quantificado em NanoDrop 
2000 (Thermo Scientific) e em seguida utilizado para amplificações com primers 
universais para os genes cry1, cry2 e cry9, ativos contra dípteros e lepidópteros. 
Durante as amplificações não houve detecção de genes cry1 nos isolados; no 
entanto, 11,35% e 12,4% apresentaram fragmentos com padrões estimados na 
literatura para os genes cry2 e cry9, respectivamente. As amplificações 
evidenciaram distinção na distribuição dos genes de forma dependente da região 
geográfica de origem dos isolados, uma vez que todos os que apresentaram o 
gene cry2 são oriundos de Pernambuco enquanto que os portadores de genes 
cry9 são originários da Bahia. Os isolados cry2 e cry9 foram testados por 
bioensaios com a finalidade de verificar a patogenicidade para D.saccharalis e 
dez deles apresentaram patogenicidade variando entre 3,47% a 20,05%. 
 

Palavras-chave: controle biológico, proteínas Cry, inseto, Diatraea 
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Abstract 

The sugarcane production has economical importance to Brazil, especially due to 
production of sugar and ethanol. However, a proportion of the production is lost 
owing to damage of pest insects, including the sugarcane borer (Diatraea 

saccharalis), which cause severe economical lost in the sugar/ethanol industry. 
The pest insects control through chemical insecticides can cause damage to 
human health as well as the environment, which requires alternative methods to 
control of pest insects. In this contest, biological control alternatively to chemical 
control consists in the use of natural enemies like parasitoids, predators or 
pathogens that regulated pest insect’s population to a non-prejudicial level. The 
present work aims to isolate and characterize new strains of Bacillus thuringiensis 
with potential entomotoxi to biological control of D. saccharalis in sugarcane. Were 
collected soil samples that allowed the isolation of 97 bacteria colonies, with 28 
originated from Bahia state (municipalitie Mucugê - Chapada Diamantina) and 69 
from Pernambuco (municipalities of Brejão, Primavera and Recife). The colonies 
isolated shows phenotypic characteristics; presence of spores and protein crystals 
compatible with that one described for Bt. The DNA extraction was conducted 
using the Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) kit following 
manufacturer's recommendation, with quantification conducted in NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific). Then, the DNA was used in PCR amplification reaction using 
universal primers for cry1, cry2 and cry9 genes, which have activity against 
lepidoptera and diptera. After PCR amplification there was no detection of cry1 

genes in the strains; nevertheless, 11.35% and 12.4% shown fragment pattern 
reported on the literature for cry2 and cry9 genes, respectively. Amplifications 
evidenced distinct distribution of genes linked to geographic region of strain`s 
location, with all strain that have cry2 gene originated from Pernambuco, while all 
strains encompassing cry9 genes were originated from Bahia. The strains with 
cry2 and cry9 were tested through bioassay with the aim to verify pathogenicity for 
D.saccharalis, with ten of those have shown pathogenicity ranging from 3,47% to 
20,05%. 

 

Key words: biological control, Cry proteins, insect, Diatraea 
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1. Introdução 

 

 A cultura da cana-de-açúcar ocupa lugar de destaque na economia mundial 

e brasileira por apresentar versatilidade em sua utilização. Entre os subprodutos 

oriundos da cana-de-açúcar, o açúcar e o etanol são considerados os mais 

importantes, levando-se em conta tanto o volume de produção anual quanto o seu 

impacto na economia regional e nacional. Os investimentos no setor 

sucroalcoleiro elevaram o Brasil para o primeiro lugar no ranking de países 

produtores com estimativa de produção 655,16 milhões de toneladas de cana-de-

açúcar em aproximadamente 8,95 milhões de hectares na safra 2015/2016, 

incremento de 3,2% em relação à safra passada. A região Sudeste apresenta a 

maior área plantada (5.584,9 mil ha), seguida da Centro-Oeste (1.816,2 mil ha) e 

região Nordeste (947,0 mil ha) com o Estado de Pernambuco figurando em 

segundo lugar com 264 mil ha de área plantada e produção estimada em 13,85 

milhões de tonelada (CONAB, 2015). 

 Mesmo com a produção estando em patamares elevados, a cultura da 

cana-de-açúcar apresenta perdas consideráveis em seu rendimento devido a 

problemas fitossanitários ocasionados por ervas daninhas, fungos, nematoides e 

insetos das mais variadas espécies, cujo ataque provoca perdas de até 20% na 

produção de açúcar e etanol (Santos, 2008; Turner, 2011; Carvalho et al., 2013; 

Oliveira et al., 2014). Entre os insetos, a Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera: 

Pyralidae) é considerada a mais importante praga da cultura da cana por provocar 

danos diretos e indiretos gerando, entre outras perdas, a queda na produtividade 

e a baixa qualidade dos subprodutos (Macedo e Botelho, 1988; Margarido e 

Castilho, 1988; Gallo et al., 2002). Originária das Américas Central e do Sul, este 
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inseto encontra-se hoje disseminado em todas as regiões produtoras de cana-de-

açúcar do Brasil (Gallo et al., 2002; Dinardo- Miranda, 2008). 

 Por vários anos o controle de pragas associadas às lavouras de cana-de-

açúcar, incluindo a D. saccharalis, foi realizado com defensivos químicos 

elevando a cultura canavieira ao posto de terceiro maior consumidor destes 

produtos no Brasil. O uso de defensivos químicos normalmente onera os custos 

da produção e provocam graves problemas ambientais e de saúde pública 

(ABRASCO, 2012; Oliveira e Silva e Costa, 2012; ABRASCO, 2015). 

 O controle biológico, dentro do manejo integrado de pragas, passou a ser 

uma alternativa viável de combate as pragas difundidas nas lavouras de cana-de-

açúcar e de outras culturas de importância econômica através da utilização de 

inimigos naturais (Martins et al., 2011; Brodeur, 2012). Entre os agentes do 

controle biológico a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) ganha destaque como um 

dos principais e eficientes métodos de controle.  

 O Bt é encontrado naturalmente no solo, serapilheira, restos de animais 

mortos e outros substratos. A sua entomopatogenicidade está ligada, entre outros 

fatores, à produção durante a fase de esporulação de cristais compostos por 

proteínas denominadas Cry (do inglês – crystal) ou δ-endotoxinas codificadas por 

genes também denominados cry. Estas proteínas possuem sítios de ligação 

específicos localizados no intestino médio dos insetos (Monnerat et al., 2007; Guz 

et al., 2009; Muniady et al., 2011; Fiuza et al., 2012; Konecka at al., 2012). 

 A ação patológica das proteínas expressas pelo Bt se desencadeia em 

curto período após a ingestão dos cristais pelas lagartas. Uma vez ingeridos os 

cristais são solubilizados pelo pH alcalino do intestino, passam por processo de 

clivagem após entrarem em contato com proteases do intestino médio, ligam-se 
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aos receptores específicos presentes da superfície das células epiteliais 

promovendo o aparecimento de poros na membrana, os quais provocam 

desequilíbrio osmótico (Knaak et al., 2010). 

 Os efeitos da infecção por Bt são visíveis pouco tempo após a ingestão dos 

cristais, ocorrendo a paralisia muscular e consequentemente do aparelho 

digestório, septicemia, e morte por inanição (Bravo e Saberón, 2008; Vallete-Gell, 

et al., 2008). Este tipo de controle é considerado seguro para os seres humanos e 

para o meio ambiente por não gerar poluição e tão pouco apresentar ação contra 

insetos não alvo e outros animais (Kumar et al., 2008; Sanahuja et al., 2011). 

 A utilização desta bactéria entomopatogênica em métodos de controle 

pode se dá através da produção de biopesticidas que contenham esporos e/ou 

cristais de proteína para aplicação direta nas lavouras; ou ainda por meio de 

eventos de transgenia que permitem que as plantas expressem as proteínas 

codificadas pelos genes oriundos de Bt de forma contínua (Soberón et al., 2009). 

 Para combater o possível aparecimento de resistência por parte dos 

insetos, garantir a descoberta de novos genes e mais fatores entomotóxigos; 

grupos de pesquisa de todas as partes do mundo continuam prospectando novos 

isolados para compor coleções de Bt que possam ser utilizados como agentes de 

controle biológicos para insetos pragas, seja pela produção de novas formulações 

ou destinando os genes para transgenia. Desta forma, o presente trabalho teve 

como objetivo montar uma coleção de Bacillus thuringiensis, prospectar genes cry 

e analisar o potencial tóxico frente à D. saccharalis. 
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2. Material e métodos 

2.1 Amostragem e Isolamento de cepas de B. thuringiensis 

Amostras de solo foram coletadas em março de 2013 em quatro municípios 

de dois estados do Nordeste brasileiro: Brejão (9o3’0”S; 36o29’0”W), Primavera 

(08°19′53″S; 35°21′11″W), e Recife (8o3’0”S; 34o54’0”W) em Pernambuco e 

Mucugê (13º00'19"S; 41º22'15"W) na Chapada Diamantina, Bahia. A coleta das 

50 g de solo em cinco pontos distintos em cada localidade foi realizada com 

espátulas estéreis a uma profundidade de 5 cm para evitar a ação direta dos raios 

ultravioleta sobre as amostras que foram armazenadas a -20oC até o 

processamento. O isolamento das cepas de Bt foi realizado seguindo a 

metodologia descrita por Valicente e Barreto (2003), para o isolamento de 

bactérias Gram-positivas esporulantes. 

2.2 Caracterização morfológica, teste da catalase e presença de cristais de 

proteína 

2.2.1 Caracterização morfológica  

As colônias obtidas foram morfologicamente caracterizadas seguindo as 

indicações de Ruiz Escudero et al. (2004) e Solís (2009). Os aspectos analisados 

foram: tamanho, forma, contorno, coloração, elevação e consistência. Após a 

caracterização morfológica os isolados passaram por duas repicagens 

consecutivas em meio de cultura, segundo Valicente e Barreto (2003) visando à 

purificação (Figura 1).  

Os isolados receberam a denominação Bt.CDi (isolados de Mucugê, 

Chapada Diamantina), Bt.Pri (isolados de Primavera) Bt.Bre (isolado de Brejão), 
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Bt.Rec 1 e Bt. Rec 2 (isolados de Recife) e numeração sequencial para diferenciar 

os isolados da mesma região. 

2.2.2 Teste da catalase 

 Para determinar a capacidade de degradação enzimática do peróxido de 

hidrogênio pelos isolados, foi gotejado sobre a biomassa bacteriana cultivada em 

meio de cultura Valicente e Barreto (2003) o reagente peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 3%. O borbulhamento pela biomassa bacteriana resultante da quebra do 

peróxido de amônio foi fotodocumentado sob luz branca. 

2.2.3 Presença de cristais de proteína 

 Para a detecção de corpúsculos de inclusão cristalina foi utilizada a técnica 

de coloração com azul de Coomassie. Para verificar a presença de esporos e 

inclusões cristalinas, os isolados foram crescidos em meio Luria-Bertani (LB) (5 

g.L-1 de extrato de levedura, 10 g.L-1 de triptona, 10 g.L-1 de NaCl) contendo 

penicilina G (10 µg/mL). Os isolados foram incubados em agitador orbital a 170 

rpm a 30oC durante 72 h. Após incubação, a suspensão bacteriana foi misturada 

à solução corante azul de Coomassie (0,0025 g/mL de azul de Coomassie, 0,5 

mL/mL de metanol, 0,07 mL/mL de ácido acético glacial) e os corpúsculos 

cristalinos foram observados em microscópio óptico a 100x. 

 

2.3 Estocagem 

 Os isolados com características de Bt foram repicados em meio AN (1,0 g/L 

extrato de carne, 5,0 g/L de peptona de carne, 25 g/L de agar, pH=7,0) e estão 

mantidos em B.O.D à 28oC. Alternativamente, os isolados foram repicados em 
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círculos de papel filtro autoclavado após incubação em meio Luria-Bertani (LB) 

contendo 1,25 mg/L de Penicilina G sob agitação de 170 rpm a 28,5oC durante 72 

h. Os papelotes foram umedecidos com 200 µL do meio, secos em temperatura 

ambiente e estocados a 4oC. Os isolados estão sendo mantidos no Laboratório de 

Genoma do Instituto Agronômico de Pernambuco - IPA. 

2.4 Extração de DNA total 

Após isolamento e caracterização morfológica, as colônias foram 

incubadas em tubos de ensaio contendo 2 mL de meio Luria-Bertani (LB) e 10 

µg/mL de penicilina G em agitador tipo shaker sob agitação de 200 rpm a 30oC 

durante 15-18h.  

A extração de DNA foi realizada utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA 

Purification (Promega), conforme recomendação do fabricante. Após a extração, a 

pureza e integridade do DNA foram verificadas por eletroforese em gel de 

agarose 0,8%. Em seguida as amostras de DNA foram quantificadas em 

NanoDrop® 2000c, diluídas com água ultrapura autoclavada a 1:100 (30 a 50 ng) 

e armazenadas a -20oC. 

 

2.5 Amplificações dos genes cry via PCR 

 Para caracterização pela técnica de PCR foram utilizados os primers para 

os genes cry1, cry2 e cry9 (Tabela 1), que expressam para proteínas ativas contra 

insetos das ordens Diptera e Lepidoptera. As reações de amplificação foram 

realizadas conforme descrição de Rosas García et al. (2008). Os produtos finais 

foram analisados por eletroforese em géis de agarose 0,8%, em tampão Tris-
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borato-EDTA/TBE 0,5X corados com brometo de etídio, e visualizados em 

transiluminador UV. O tamanho dos produtos de PCR foram determinados 

utilizando o marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) ou 1 kb Ready Ladder 

(Amresco). 

 

Tabela 1: Primers universais utilizados para amplificações de genes cry. 
Gene Primers Sequência Fragmento 

estimado (pb) 

Ta (
o
C) Referência 

cry1 I(+) 5’-TRACRHTDDBDGTATTAGAT-3’  45 Juárez-Pérez et al. 
(1997). 

 I(-) 5’-MDATYTCTAKRTCTTGACTA-3’ 1500–1600   

cry2 II(+) 5’-TAAAGAAAGTGGGGAGTCTT-3'  49 Juárez-Pérez et al. 
(1997) 

 II(-) 5’-AACTCCATCGTTATTTGTAG-3’ 1556   

cry9 Un9(+) 5’-CGGTGTTACTATTAGCGAGGGCGG-3’  48 Ben-Dov et al. 
(1999) 

 Un9(-) 5’- GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC-3’ 351   

(+): direto; (-) reverso. Ta: Temperatura de anelamento. * Código universal para as bases degeneradas: R = A, G; H = A, T, 
C; B = C, G, T; M = A, C; S = C,G; H = A, T, C; D:G, A, T; N = A, C, G, T. 

 

2.6 Criação e Manutenção de D. saccharalis 

 A criação de D. saccharalis foi estabelecida a partir de ovos obtidos junto à 

criação-estoque do Laboratório de Patologia de Insetos/UFRPE utilizando a 

metodologia descrita por Silva et al. (2013). 

2.7 Crescimento de Isolados para teste de patogenicidade em Diatraea 

saccharalis. 

 Os isolados foram crescidos em meio Ágar nutriente (HiMedia, Mumbai, 

Índia) contendo penicilina G na concentração de 100 mg/L e incubados a 30ºC por 

24 h para germinação. Após esse período, os isolados foram transferidos para 

Erlenmeyer (300 mL), contendo 200 mL de meio T3 líquido (Bacto-triptona, 1,5 g; 

bacto-triptose, 1 g; extrato de levedura, 0,75 g; MnCl2, 0,0025 g; e tampão fosfato 
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50 mM, pH 6,8; 0,5 L), incubados a 30ºC, 200 rpm, por 72 h (Travers et al. 1987, 

Martin e Travers 1989) para produção de esporos e cristais.  

Após o período de incubação, os isolados foram centrifugados a 1700 xg 

por 15 min a 4ºC, os sobrenadantes foram descartados e os pellets lavados em 

10 mL de água ultrapura esterilizada. Este procedimento foi repetido por três 

vezes, e ao final foram adicionados 5 mL de solução de NaCl (0,9%) aos pellets 

que foram estocados a 4ºC. Logo após, a mistura de esporos e cristais foram 

quantificadas para posterior preparo das suspensões de trabalho utilizadas nos 

bioensaios. Diluições de 10-1, 10-2 e 10-3 em água ultrapura esterilizada foram 

preparadas determinando-se o número de células bacterianas conforme 

metodologia descrita por Alves et al. (1998). A quantificação de esporos foi 

conduzida em microscópio de contraste de fase usando câmara de Neubauer. 

2.8 Teste de Patogenicidade 

 Para a realização dos bioensaios, foi utilizada uma alíquota de 30 µL de 

suspensão de esporos + cristal/ml a 108 de cada isolado de B. thuringiensis e 

também das estirpes B. thuringiensis var. kurstaki (Sorotipo HD-1) (Btk) e B. 

thuringiensis var. aizawai (Sorotipo HD-73) como controles positivos. Triton X-100 

a 0,01% foi adicionado às suspensões que foram aplicadas sobre a superfície da 

dieta artificial previamente distribuída em bandejas para bioensaios de 128 células 

(Bio-Serv Frenchtown, NJ); destas 96 continham as suspensões esporo/cristal e 

32 destinadas aos controles negativos com NaCl (0,9%) e Triton X-100 (0,01%). 

Após secagem da suspensão, duas lagartas neonatas de D. saccharalis foram 

acondicionadas em cada célula da bandeja posteriormente fechada com tampas 

transparentes e ventiladas (Bio-Serv Frenchtown, NJ). As bandejas foram 
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mantidas em câmara incubadora (BOD), regulada para 27 ± 1ºC, 70 ± 10% de 

umidade relativa (UR) e fotoperíodo de 12h L: 12h E. 

 Para cada isolado e estirpes foram realizadas três repetições de 48 células 

por bandeja; com avaliações ao 7º dia. A morte das lagartas foi atestada com a 

ausência de locomoção após leve toque com pincel de cerdas macias e pela 

pigmentação escurecida do tecumento. 

2.9 Análises Estatísticas 

 Os dados de mortalidade foram com base nos resultados para o tratamento 

testemunha (Abbott, 1925). Percentagens corrigidas de mortalidade das larvas 

foram sujeitas a uma análise de variância (PROC GLM) usando o pacote 

estatístico ASSISTAT Versão 7.7 beta (Silva, 2015), após serem testados para 

normalidade (testes de Kolmogorov-Smirnov). Dados que não assumiram 

normalidade foram transformados por raiz de X (√ X), onde X é a taxa de 

mortalidade obtida a partir da proporção entre o número de larvas mortas e o 

número total de larvas utilizadas no bioensaio. A mortalidade média dos isolados 

foi comparada pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

3. Resultados obtidos 

3.1 Isolamento e caracterização morfológica  

 Noventa e sete isolados foram obtidos, sendo 28 oriundos de Mucugê, 

região da Chapada Diamantina (BA), 66 de Primavera (PE), um de Brejão (PE) e 

dois de Recife (PE) (Figuras 1). Os 97 isolados apresentaram crescimento rápido 

em até 24 h e as características morfológicas, como tamanho das colônias 

variando entre 1,67 e 15,35; forma circular, contorno irregular, coloração banco 
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acinzentado e opaco, elevação plana e ligeiramentre consistente foram 

compatíveis com as descritas para espécies de Bacillus thuringiensis. Os dados 

de caracterização morfológica dos isolados estão disponíveis no Anexo I. 

 

 

 
Figura 1: Visualização das colônias 24h após plaqueamento da suspensão contendo amostras 
de solo em meio Valicente e Barreto (2003): A e B Amostra de Mucugê, Chapada Diamantina 
(BA) e Primavera (PE), respectivamente. Visualização dos isolados purificados após segunda 
repicagem: C, D, E e F. 

 

3.2 Teste da catalase e presença de esporos e cristais de proteína 

 

 Para os 97 isolados, a prova da produção de catalase foi considerada 

positiva pela observação de borbulhamento pela biomassa bacteriana, devido a 

liberação de oxigênio (Figura 2); constatando-se, portanto, que todos os isolados 

apresentam a enzima catalase. A coloração com azul de Comassie por sua vez 

possibilitou a comprovação, após observação em microscópio óptico de todos os 

isolados que compõe a nossa coleção, da forma bacilar e a presença de esporos 
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e pequenas particulas pigmentadas semelhantes a inclusões cristalinas como 

podem ser observadas na Figura 3. 

 

 

Figura 2: Teste da catalase positiva com formação de bolhas na 
superfície da biomassa bacteriana. A e B: Isolados de Mucugê na 
Chapada Diamantina (BA). C e D: Isolados de Primavera (PE). 

 

 

 

Figura 3: Visualização dos isolados após coloração com Azul de Coomassie. 
Seta A: inclusão cristalina; Seta B: esporo. Objetiva de 100x (ampliação 
1.000x). 
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3.3 Amplificações dos genes cry via PCR 

 Na genotipagem por PCR utilizando os primers Cry1 para os 97 isolados 

não houve geração de amplicons, indicando a ausência da classe gênica cry1 

nestas bactérias. Para o par de primers Cry2 (Figura 4 A), foram obtidos 

resultados positivos em 11 isolados. Os produtos de PCR amplificados para o 

gene cry2 são de aproximadamente 1.600 pb. Para os outros 86 isolados 

analisados não foram observadas amplificações utilizando os primers Cry2. 

 Para os oligonucleotídeos Cry9, 12 isolados oriundos da Chapada 

Diamantina e 1 de Primavera apresentaram fragmentos de amplificação de 

aproximadamente 350 pb (Figura 4 B). O produto amplificado nos 12 isolados é 

compatível com os descritos para genes cry9 amplificados com este par de 

primers.  

 Os resultados das amplificações dos genes cry podem ser visualizados na 

Tabela 2. Resultados de amplificações para outros genes analisados, porém não 

discutidos neste trabalho, podem ser observados no Anexo II.  
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Tabela 2: Perfil genético dos amplificados. 

Isolados da Chapada Diamantina cry1 cry2 cry9 

Bt.CDi 1.2 - - + 
Bt.CDi 1.3 - - + 
Bt.CDi 1.7 - - + 
Bt.CDi 1.10 - - + 
Bt.CDi 1.11 - - + 
Bt.CDi 1.3.1 - - + 
Bt.CDi 1.7.1 - - + 
Bt.CDi 2.1 - - + 
Bt.CDi 2.4 - - + 
Bt.CDi 4.2a - - + 
Bt.CDi 4.2b - - + 

Isolados de Primavera cry1 cry2 cry9 
Bt.Pri 2.2 - - + 
Bt.Pri 3.9  - + - 
Bt.Pri 4.3 - + - 
Bt.Pri 4.5 - + - 
Bt.Pri 4.7 - + - 
Bt.Pri 4.11 - + - 
Bt.Pri 4.12 - + - 
Bt.Pri 4.27 - + - 
Bt.Pri 4.28 - + - 
Bt.Pri 4.29 - + - 
Bt.Pri 4.30 - + - 

Isolado de Brejão cry1 cry2 cry9 
Bt.Bre - + - 

Estirpes padrão cry1 cry2 cry9 
B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) + + - 
B. thuringiensis var. aizawai (HD-73) + - - 
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR Green. A: 
Amplificações com primer Cry2 nos isolados de Primavera. M: Marcador 1 Kb Plus 
DNA Ladder. B: Amplificações com primer Cry9 nos isolados de Mucugê da Chapada 
Diamantina e Primavera. M: Marcador 1 kb Ready Ladder. 
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3.4 Teste de Patogenicidade 

 Nos testes de patogenicidade com D. saccharalis utilizando os 23 isolados 

que amplificaram genes cry2 e cry9, 13 não apresentaram nenhum grau de 

patogenicidade sob as lagartas. Dez isolados apresentaram toxicidade para D. 

saccharalis sendo os isolados Bt.Pri 4.7 (cry2), Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.7.1 (ambos 

cry9) os que ocasionaram mortalidade em média de 20,05%, 16,31% e 11,11% 

respectivamente. Os isolados Bt.Bre (cry2) e Bt.CDi 1.3.1 (cry9) ocasionaram 

mortalidade de 10,76% e 15,62%. Os isolados Bt.Pri 4.3, Bt.Pri 4.29 (ambos cry2), 

Bt.CDi 1.2, Bt.CDi 1.7, Bt.CDi 1.11 (cry9), ocasionaram mortalidade de até 5%. Os 

isolados Bt.Pri 4.7 (cry2), Bt.CDi 1.3.1 e Bt.CDi 1.7.1 (ambos cry9) se destacaram 

em uma das repetições do bioensaio por terem ocasionado mortalidade nas 

lagartas de D. saccharalis de 47,00%, 35,45% e 28,12% respectivamente (Tabela 

3).  
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Tabela 3: Médias de mortalidade percentual (±EP) de Diatraea saccharalis por isolados de 
Bacillus thuringiensis com 108 esporos/mL. 

Isolados 

D. saccharalis 

N1 Médias de mortalidade (%)2 ± EP3 

Gene cry2 

Bt.Pri 4.3 288 5,20 b 5,20  

Bt.Pri 4.7 240 20,05 b 11,96  

Bt.Pri 4.29 288 3,47 b 3,47  

Bt.Bre 288 10,76 b 8,68  

Gene cry9 

Bt.CDi 1.2 288 4,86 b 3,31  

Bt.CDi 1.3 288 16,31 b 9,55  

Bt.CDi 1.7 288 4,86 b 3,41  

Bt.CDi 1.11 288 3,47 b 3,47  

Bt.CDi 1.3.1 288 15,62 b 4,20  

Bt.CDi 1.7.1 288 11,11 b 8,51 

Controle Positivo 

HD-14a 288 69,72 a 15,14  

HD-734b 288 82,46 a 9,31  

1 Número total de insetos testados. 
2 Médias de mortalidade percentual ao 7º dia de avaliação. Letras iguas indicam que não houve 
diferença pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
3Erro padrão. 
4Estirpes padrão: a. B. thuringiensis var. kurstaki (Sorotipo HD-1) (Btk); b. B. thuringiensis var. 

aizawai (Sorotipo HD-73). 
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4. Discussão 

 Vários estudos têm por objetivo isolamento de novas cepas de B. 

thuringiensis por ser um micro-organismo com grande utilidade em processos 

biotecnológicos como produção de biopesticida e aplicação de seus genes 

codificadores de proteínas entomotóxicas em programas de transgenia de várias 

culturas economicamente importantes. Embora estejam presentes nos mais 

diversos ambientes, grande parte dos isolados são oriundos de amostras de solo, 

substrato utilizado para o isolamento das bactérias no presente estudo e também 

por Campanini et al. (2012) e Gama et al. (2013), que isolaram cepas promissoras 

em amostras de solo de Ilha Bela (São Paulo) e Malang (Indonésia).  

 O Bacillus thuringiensis pode ser isolado por procedimentos relativamente 

simples como o descrito por Valicente e Barreto (2003), que utilizam as 

orientações da OMS, seguido da identificação das bactérias em meio contendo 

penicilina. Métodos de isolamento de estirpes de Bacillus entomopatogênicos 

foram testados por Ferreira da Silva et al. (2002) e estes autores demonstraram 

que o método de isolamento proposto pela OMS juntamente com a posterior 

identificação dos isolados em meio contendo penicilina, procedimento empregado 

para o isolamento das 97 bactérias que compõem a coleção, é o mais eficiente 

para o isolamento de Bt.  

 A caracterização morfológica é outro passo crucial na identificação de 

isolados bacterianos. Os dados morfológicos descritos por Ruiz Escudero et al. 

(2004) e Solís (2009) para Bt, serviram de parâmetro para a caracterização 

morfológica realizada neste trabalho. A morfologia observada nos 97 isolados foi 

compatível com a descrição desses autores e estes dados também são 

corroborados pelos resultados descritos por Praça et al. (2009), Zakeel et al. 
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(2009), Josephine et al. (2009). De forma complementar a caracterização 

morfológica, autores como Josephine et al. (2009), López-Pazos et al. (2009) e 

Kannan et al. (2012), confirmaram por análises microscópicas as características 

de forma, presença de esporos e de inclusões cristalíferas em seus isolados. 

Essas análises têm se mostrado fundamentais na classificação das bactérias 

como B. thuringiensis e vêm incorporando novas técnicas a exemplo da coloração 

com azul de Coomassie, que auxilia a observação por corar as estruturas de 

forma distinta. A coloração com azul de Coomassie possibilitou a observação da 

forma e da presença de esporos e cristais nos isolados da coleção criada, assim 

como foi fundamental na observação destas estruturas nos trabalhos realizados 

por Zakeel et al. (2009) e Lakxmy et al. (2011).  

 Além da caracterização morfológica associada a análise da presença de 

cristais de proteínas, a identificação de novos isolados de Bt também é realizada 

por caracterização bioquímica. Provas bioquímicas como catalase, indol, hidrólise 

do amido, lecitinase foram utilizados por Goudar et al. (2012) e Oves et al. (2013) 

para identificação de novos isolados de Bt oriundos; respectivamente, de solo, 

serapilheira e de produtos de compostagem da região sul da Índia e de solos da 

região norte também da Índia. Estes autores apontam reações positivas para 

catalase em isolados de Bt assim como Kaur et al. (2006). A observação de 

reações positivas para catalase nos 97 isolados do presente estudo corroboram 

os dados e as observação dos autores acima referidos. 

 A forma de caracterização da possível entomopatogenicidade mais 

utilizada em estudos com isolados de Bt continua sendo a caracterização 

molecular dos genes cry via PCR; embora Pinto e Fiúza (2003) alertem para 

variação observada na frequência gênica deste micro-organismo, devido a 
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influências de fatores abióticos tais como características físico-químicas do solo, 

entre outros. Esta variação pode explicar a ausência de genes cry1 nos isolados 

analisados, mesmo com essa classe gênica estando descrita por Rosas-García et 

al. (2008), como a mais frequente em Bt presentes na natureza. Estes autores 

também apontaram a ausência de amplificação de genes cry1 em seus isolados e 

atribuem essa ausência a adaptações ambientais que também podem ser a causa 

da ausência de cry1 nos isolados analisados. Mendoza et al. (2012) também 

descrevem a baixa frequência do gene cry1 e, assim como outros autores 

atribuem esse resultado as diferentes origens geográficas e climáticas dos 

isolados envolvidos em seus estudos.  

 Segundo Pinto et al. (2009/2010), o grupo de genes cry2 também é um dos 

mais estudados entre os genes de Bt. Martínez e Caballero (2002) e Mendoza et 

al. (2012) relataram frequência de respectivamente, 91 e 71%, desses genes 

entre seus isolados. Segundo Pinto e Fiúza (2003), a frequência de genes cry2 

para isolados brasileiros é de aproximadamente 2,17%, ficando abaixo da 

frequência normalmente descrita no mundo. A frequência observada por estes 

autores para isolados autóctones do Brasil diferem dos resultados aqui descritos, 

que apresentaram frequência do gene cry2 de 11,34%. Para estes genes, Rosas-

García et al. (2008) também apontam a evidência de que a distribuição e a 

frequência é dependente da região geográfica, sendo esta classe gênica 

encontrada com mais frequência na Ásia, como relatado por Zhang et al. (2000) e 

Wang et al. (2003) do que na América Latina (Bravo et al.,1998).  

 Os genes cry9 são muito relatados em estudos com Bt e algumas vezes 

aparecem com mais frequência do que os genes cry1 e cry2 como demonstrado 

por Pinto e Fiuza (2003) e Rosas-García et al (2008). A frequência de genes cry9 
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neste estudo foi de aproximadamente 12,40% com os primers Cry9. Esta 

frequência é aproximada aos 10,2% descritos por Ben-Dov et al. (1999) e 15% 

por Wang et al. (2003) em seus estudos com isolados oriundos de Israel e China, 

respectivamente. Porém não corrobora os dados de Pinto e Fiuza (2003) que 

relatam frequência de 47,8% de genes cry9 em isolados do Rio Grande do Sul 

(Brasil).  

 Autores como Grecco et al. (2010) e Campanini et al. (2012) realizaram 

testes de patogenicidade para seleção de novos isolados de Bt com ação 

entomotóxica. Nos estudos de Gitahy et al. (2007) foram testadas cinco novas 

estirpes brasileiras de B. thuringiensis e apenas a S76 proporcionou uma alta 

mortalidade (100%) a D. saccharalis. As outras quatro estirpes testadas 

apresentaram mortalidade abaixo de 3%, porcentagem inferior as observadas 

para nossos isolados menos patogênicos para D. saccharalis Bt.Pri 4.29 e Bt.CDi 

1.11, ambos ocasionaram mortalidade de 3,47%. No mesmo estudo, Gitahy et al. 

(2007) evidenciaram um declínio da patogenicidade da estirpe HD-1 de 100 para 

69,10% durantes os testes. Em nosso bioensaio também foi constatada essa 

queda na taxa de mortalidade de D. saccharalis ocasionada por HD-1 (69,72%), 

mesmo com essa estirpe sendo considerado um padrão de partogenicidade para 

lepidópteros.  

Polanczyk et al. (2004) isolaram 139 bactérias e nos testes de 

patogenicidade contra Spodoptera frugiperda apenas sete (5%) mostraram-se 

ativos, com três deles ocasionando morte entre 20 e 45% dos insetos. Os outros 

quatro isolados apresentaram atividade entre 5 e 15%. Em nosso trabalho, das 97 

bactérias isoladas 23 foram testadas e dez destas (43,47%) apresentaram 

atividade contra D. saccharalis embora a maior média de patogenicidade seja de 
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20,05% do isolado Bt.Pri 4.7 com gene cry2. Os outros nove isolados 

apresentaram média de patogenicidade variando entre 3,4 e 16,3%, valores 

superiores ao máximo de 3% descritos por Gitahy et al. (2007) para isolados 

brasileiros sobre D. saccharalis. Observamos, contudo, que em uma das 

repetições do bioensaio três dos nossos isolados apresentaram valores de 

patogenicidade consideráveis de aproximadamente 28, 35 e 47% (isolados Bt.CDi 

1.7.1, Bt.CDi 1.3.1 e Bt.Pri 4.7, respectivamente). 

 Diferenças no grau de patogenicidade de isolados de Bt estão diretamente 

relacionadas aos genes contidos e as proteínas por estes expressas. A estirpe 

HD-1, por exemplo, apresenta genes das famílias cry1 e cry2, que embora 

comunguem de um mesmo mecanismo de ação apresentam toxicidades distintas 

como descrito por Sebastião et al. (2015). 

 Os autores acima referidos ao avaliarem a toxicidade de subclasses de 

proteínas Cry1, verificaram que a proteína Cry1Ac é mais tóxica que a Cry1Ab e 

1Aa para o Helicoverpa armigera Hübner, um lepidóptero que causa danos graves 

a culturas como algodão, soja e milho; como informado por Ávila et al. (2013). 

Davolos et al. (2015) também demonstraram atividades distintas entre proteínas 

da classe Cry1 para D. saccharalis com a Cry1Ab apresentando os melhores 

resultados frente a Cry1Ac, Cry1Fa e Cry1Aa.  

 Diferenças de toxicidade de proteínas Cry foram também descritas por 

Avilla et al. (2005) que relatam um maior grau de patogenicidade da proteína 

Cry1Ac do que a Cry2Aa sob H. armigera. Todos esses dados contribuem para o 

entendimento da baixa toxicidade dos isolados Bt.Pri. 4.7 e Bt.Pri 4.29 que 

apresentam o gene cry2 porém não foi constatada a presença de genes cry1, 
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sugerindo que o maior grau de patogenicidade da estirpe HD-1 pode estar ligado 

as proteínas expressas por este gene.  

 Outro dado relevante foi descrito por Silva et al. (2013) que relataram uma 

larga amplitude na atividade tóxica de isolados de Bt sob espécies de Diatraea. 

Estes autores identificaram um mesmo isolado que se destacava no controle de 

D. flavipennella por apresentar-se 100 vezes mais tóxico para esta espécie do 

que para D. saccharalis. Esta toxicidade diferenciada entre as duas espécies de 

Diatraea pode estar relacionada às diferenças de atividade proteolítica, defesas 

imunológicas ou receptores distintos entre essas espécies. Estes relatos 

evidenciam a necessidade de novos testes de patogenicidade dos isolados 

prospectados frente a outras espécies de lepidópteros para avaliação do seu 

potencial uso em métodos de controle biológico em outras pragas agrícolas. 

 O potencial patogênico de isolados de Bt pode ser comprometido por 

algum mecanismo de resistência nas populações dos insetos utilizados em 

bioensaios. É notório que a resistência de insetos às toxinas expressas pelo Bt se 

deve a três fatores mencionados no relatório ILSI/HESI (1998), com dois deles 

estando relacionado à genética e a biologia/ecologia das pragas alvo. 

Normalmente a resistência às toxinas Cry é ligada a mutações em genes que 

interferem na interação toxina-receptor ou que estejam envolvidos em qualquer 

etapa do mecanismo de ação das toxinas no intestino do inseto como descrito por 

Fernandez et al. (2008) e Heckel et al. (2007), e que pode ser a razão da baixa 

mortalidade na população utilizada. Contudo, o aspecto mais importante sugerido 

por Rang et al. (2015), está na compreensão e conhecimento das substâncias 

com atividade insecticida presentes em isolados de B. thuringiensis e que podem 

ser identificadas por técnicas de proteômica para auxiliar o entendimento dos 



71 
 

 

mecanismos de ação das toxinas expressas e os diferentes níveis de 

patogenicidade observados. 

 

5. Conclusão 

 As metodologias de isolamento e caracterização utilizadas são eficientes 

para montagem de coleções de Bacillus thuringiensis. 

 Não foi detectado o gene cry1 nos 97 de isolados analisados, entretanto; 

em 11,34% e 12,37% foram detectados os genes cry2 e cry9, respectivamente;

 Verificamos a redução da patogenicidade da estirpe padrão HD-1 nos 

bioensaios, o que sugere uma possível resistência da população de D. 

saccharalis às toxinas dos Bt utilizados. 

 Os isolados portadores dos genes cry2 e cry9 presentes na coleção são 

promissores no combate de outras espécies de insetos.  
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Resumo 

 

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva cosmopolita em forma 
de bastonete conhecida pela expressão, normalmente na fase de esporulação, de 
cristais proteicos (proteínas Cry ou δ–endotoxinas) com atividade 
entomopatogênica. Estes cristais são ativos contra diversas ordens de insetos e 
seu mecanismo de ação é iniciado após ingestão, envolvendo receptores 
específicos do intestino médio, assim como outros fatores de virulência expressos 
pelo Bt com ação sinérgica à das proteínas Cry. Estudos em nível proteômico têm 
sido realizados buscando a identificação destes fatores de virulência e/ou 
regulação para maior compreensão dos mecanismos envolvidos na 
patogenicidade do Bt. Assim, este trabalho teve por objetivo a comparação dos 
perfis proteômicos utilizando eletroforese bidimensional (2D-PAGE) dos isolados 
Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.29, do isolado Bt.Pri 4.7 e da estirpe B. thuringiensis subsp. 
Kurstaki (HD-1), todos portadores do gene cry2 e dos isolados Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 
1.11, portadores do gene cry9. A escolha destes isolados para a comparação das 
proteínas diferencialmente expressas foi atrelada aos graus divergentes de 
patogenicidade observados in vivo contra Diatraea saccharalis, uma das mais 
importantes pragas da cultura da cana-de-açúcar. As proteínas totais solúveis dos 
isolados foram extraídas após 48 h de crescimento. Após verificação da 
integridade em SDS-PAGE, as proteínas foram focalizadas isoeletricamente, 
separadas por peso molecular e as imagens dos géis foram digitalizados em 
scanner de transparência. Posteriormente os géis foram analisados no software 
de análise ImageMaster 2D Platinum v.7.05 (GE Life Sciences) que possibilitou a 
detecção de 1.830 spots, dos quais 229 foram considerados proteínas 
diferencialmente expressas (DEPs). As DEPs foram excisadas dos géis e 
digeridas com tripsina para identificação via espectrometria de massas. Os 
espectros gerados foram analisados para identificação presumível das proteínas 
contra bancos de dados de acesso público através do programa Mascot. Entre as 
proteínas identificadas, algumas estão envolvidas em diferentes funções; como 
fator de elongação G com ação imunogênica, proteína ribosomal S2 que atua na 
mediação de toxicidade, shikimato quinase envolvida na produção de proteínas 
de toxicidade inespecífica em Bt, e a proteína A do estágio IV de esporulação, 
necessária na produção de esporos e cristais proteicos. Os resultados obtidos 
podem contribuir para o entendimento dos diferentes graus de patogenicidade 
entre isolados de Bt que apresentam genes cry de mesma classe. 

 
Palavras-chave: Proteoma, fatores de virulência, toxicidade 
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Abstract 

 
Bacillus thuringiensis (Bt) is a cosmopolitan Gram-positive bacteria with rod-
shaped known by the expression, normally in the sporulation phase, of protein 
crystals (proteins Cry or δ-endotoxins) with entomopathogenic activity. These 
crystals are active against diverse insect orders, and their mechanism of action 
activated after digestion, including specific receptors in the mid-cut as well as 
other virulence factors expressed by Bt with synergic action to Cry proteins. 
Studies at proteomic level have been conducted to identify these virulence and/or 
regulation for better understanding of the mechanisms involved in Bt 
pathogenicity. Thus, this work aims to compare proteomic profiles using two-
dimensional electrophoresis (2D-PAGE) of the strains Bt.Pri 4.7 and Bt.Pri 4.29 as 
well as the strains Bt.Pri 4.7 and B. thuringiensis subsp. Kurstaki (HD-1), all 
encoding cry 2 gene and the strains Bt.CDi 1.3 and Bt.CDi 1.11, which encodes 
cry 9 gene. The chosen of these strains for comparing proteins differential 
expression was associated with distinct level of pathogenicity observed in vivo 
against Diatraea saccharalis, one of the most important pests of the sugarcane 
culture. Total soluble proteins from the strains were extracted after 48h of growing. 
After integrity confirmation by SDS-PAGE, the proteins were focused isoelectric, 
separated by molecular weight and, then gel images were digitalized through a 
scanner of transparency. Lately, the gels were analyzed using the software 
ImageMaster 2D Platinum v.7.05 (GE Life Sciences), which allowed the detection 
of 1.830 spots, while 229 were identified as proteins differentially express (DEPs). 
The DEPS were extracted from the gels and digested with trypsin for identification 
using mass spectrometry. The spectrums observed were analyzed for proteins 
identification against databases with open access using the program Mascot. 
Among the proteins identified, were annotated that associated with different 
functions such as elongation G with immunogenic action, ribosomal protein S2 that 
acts mediating the toxicity, shikimate kinase linked to production of inespecif 
toxicity in Bt, and protein A specific to stage IV of the sporulation. The results 
obtained can contribute for the understanding of the different levels of 
pathogenicity between the Bt strains that encoding genes cry from the same class. 
 
 
Key words: Proteome, virulence factors, toxicity 
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1. Introdução 

 O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva encontrada 

naturalmente no solo e também em outros substratos que apresenta forma de 

bastonete, flagelos e a capacidade de formar esporos (Konecka et al., 2006; 

Muniady et al., 2011; Konecka et al., 2012). Este micro-organismo apresenta duas 

fases de desenvolvimento: a vegetativa e a estacionária. Na fase estacionária 

com a baixa disponibilidade de nutrientes ocorre a expressão dos genes cry cujos 

produtos são as proteínas também denominadas Cry, que se acumulam na célula 

mãe na forma de uma inclusão cristalífera (protoxinas) liberadas no meio ao final 

da esporulação (Lereclus et al. 2000; Pinto et al., 2009/2010). 

 As toxinas e inclusões de proteínas produzidas pelo Bt possuem toxicidade 

específica para espécies de diversas ordens de insetos como Lepidóptera, 

Coleóptera, Díptera, Homoptera, Hymenoptera, Mallophaga; além de apresentar 

também atividade contra espécies de nematoides e outros invertebrados (De 

Maagd et al., 2003; Kotze et al., 2005; Grossi-De-Sá et al., 2007; Bravo e 

Soberon, 2008). 

 A ação das proteínas Cry se dá após a ingestão da forma inativa da 

proteína e posterior solubilização no intestino da larva do inseto susceptível. Após 

ativação, as toxinas ligam-se a receptores locais de alta afinidade presentes na 

superfície das células epiteliais do intestino médio, gerando a formação de poros 

nas membranas e destruição das células com consequente paralisia do aparelho 

digestório e morte do inseto por inanição (Bravo e Saberón, 2008; Vallete-Gely, et 

al., 2008; Knaak et al., 2010). Por apresentar esta característica 

entomopatogênica o Bt se destaca como um dos principais agentes de controle 

biológico de insetos-praga de grandes culturas (Frankenhuyzen, 2009; Alfazairy et 
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al., 2012) e a busca de novos sorotipos que portem genes codificadores de 

proteínas cristais é um esforço importante (Liu et al., 2015). 

 Devido a sua importância, vários métodos de análises estão sendo 

empregados na identificação e caracterização das proteínas Cry. Estes métodos 

possibilitaram o conhecimento da composição, peso, sequências destas proteínas 

e permitiram a distribuição das mesmas em classes homólogas (Bravo, 1997; 

Samir et al., 2006). Ainda em menor escala, mas não menos relevante, outros 

estudos têm analisado a expressão gênica diferencial entre isolados de Bt 

distintos, para identificar proteínas potencialmente envolvidas em aumentar ou 

diminuir a entomopatogenicidade e especificidade.  

 A proteômica, cuja proposta é definir o conjunto de proteínas expressas em 

qualquer amostra biológica em dado tempo e sob certas condições, através da 

abordagem diferencial com a utilização da eletroforese bidimensional (2D) e 

posterior espectrometria de massas, também passou a ser utilizada para fornecer 

uma visão ampla da presença de proteínas, abundância e de possíveis 

modificações pós-traducionais gerando, entre outros conhecimentos, a 

compreensão sobre a patogênese do Bt (Aebersold e Mann, 2003; Li et al., 2012).  

 Os estudos proteômicos podem aprofundar a compreensão das funções e 

expressão de genes patogênicos de Bt por abordar de forma dinâmica as redes 

de interação entre as proteínas expressas (Rang et al., 2015). Deste modo, o 

presente trabalho teve por objetivo comparar os proteomas utilizando eletroforese 

bidimensional 2D de isolados de B. thuringiensis com níveis distintos de 

patogenicidade sobre D. saccharalis (broca da cana-de-açúcar), e identificar por 

espectrometria de massas os peptídeos diferencialmente expressos. 
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2. Material e métodos 

2.1 Extração de Proteínas 

 Os isolados Bt.Pri 4.7, Bt.Pri 4.29 (ambos cry2), Bt.CDi 1.3, Bt.CDi 1.11 

(ambos cry9) com médias de mortalidade respectivamente de 20,05; 3,5; 16,31 e 

3,5%; pertencentes ao banco de B. thuringiensis do Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA) e a estirpe padrão B. thuringiensis kurstaki (HD-1), gentilmente 

cedida pela Embrapa Milho e Sorgo, foram utilizados paras os estudos de 

proteômica diferencial. 

 Inicialmente os isolados foram crescidos em meio ágar nutriente (HiMedia, 

Mumbai, Índia) contendo penicilina G na concentração de 100 mg/L e incubados a 

30ºC por 24 h para germinação. Após esse período, os isolados foram 

transferidos para erlenmeyer (300 mL), contendo 50 mL de meio T3 líquido 

(bacto-triptona 1,5 g; bacto-triptose 1 g; extrato de levedura 0,75 g; MnCl2 0,0025 

g; e tampão fosfato 50 mM, pH 6,8; 0,5 L), incubados a 29ºC, 200 rpm, por 24 h 

(Travers et al. 1987, Martin e Travers 1989). 

 Após as 24 h de crescimento, três novos erlenmeyers (300 mL) contendo 

45 mL de meio T3 líquido receberam cada um 5 mL do pré-inóculo e foram 

agitados por 48 h a 29ºC, 150 rpm. Após o período de agitação, a absorbância 

(600 nm) de cada réplica biológica foi determinada. Alíquotas de absorbância 

equivalente de cada réplica biológica foram distribuídas em tubos falcons de 15 

mL. As proteínas totais foram extraídas segundo a metodologia descrita por 

Barbosa Neto et al. (2014) com adaptações. 

 O meio contendo a suspensão bacteriana foi centrifugado a 10.000 xg por 

20 min a 4oC. O pellet foi ressuspenso em 0,5 mL de água ultrapura autoclavada 
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e 0,5 mL de NaOH 0,6 M, e centrifugado a 10.000 xg (ou 10.000 rcf) por 5 min a 

4oC. Após o descarte do sobrenadante, foram adicionados 0,4 mL de tampão de 

amostra SDS [Tris-HCl pH 6,8 (600 mM), 4% β-mercaptoetanol, 4% SDS, 0,1% 

azul de Bromofenol, 5% glicerol e água ultrapura q.s.], a amostra foi aquecida por 

3 min a 100oC e centrifugado por 9.000 xg por 15 min a 4oC. 

O sobrenadante foi transferido para um tubo de 2 mL novo e reservado a -

20oC. Ao pellet foram adicionadas glassbeads e 0,4 mL de Tampão de Amostra 

SDS e vortexado por 3 min com posterior centrifugação a 10.000 xg, 4oC por 15 

min. O sobrenadante desta fase foi misturado ao estocado a -20oC aos quais foi 

adicionado Acetato de Amônio 0,1 M e deixados overnight para precipitação das 

proteínas. Após essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 7.197 xg por 40 

min a 4oC e o pellet ressuspenso em 1 mL de acetona a 80% com posterior 

centrifugação a 7.197 xg por 40 min a 4oC. O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 

70% e centrifugado por 20 min a 14.000 rpm a 4oC. Após secagem as amostras 

foram ressuspensas em 100 ul de tampão uréia-tiureia (8:2).  

As proteínas totais foram quantificadas conforme método descrito por 

Bradford (1976). As leituras foram realizadas em triplicata por meio de 

espectrofotômetro de luz visível (Bioespectro SP-220) a 595 nm. A verificação da 

integridade dos extratos de proteínas das amostras foi feita mediante visualização 

em eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12,5%. Após verificação da 

integridade as amostras foram estocadas em freezer a -80oC até sua utilização. 
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2.2 Eletroforese bidimensional 

 

2.2.1 Focalização isoelétrica (IEF) 

A IEF foi realizada em fita IPG de 11 cm e pH 3-10 linear (GE Life 

Sciences) para 180 µg de proteínas totais das amostras dissolvidas em solução 

de ureia 7 M, tioureia 2 M, CHAPS 1,5% (m/v), 19,4 mM de DTT, anfolinas 0,5% 

(v/v) (IPG buffer, pH 3-10 linear; GE Life Sciences) e azul de bromofenol 0,005% 

(m/v). As fitas foram hidratadas em IPG-Box (GE Life Sciences) por 18 h em 

temperatura ambiente. Após o período de hidratação as fitas foram focalizadas no 

sistema Multiphor II (GE Life Sciences) em quatro etapas nas seguintes 

condições: i) 500 V, 1 h; ii) 800 V, 1 h; iii) 7.000 V; 1 h (gradiente); e iv) 2.200 V 

(constante). Após serem focalizadas, as fitas foram armazenadas a -80ºC até que 

realização da segunda dimensão. 

2.2.2 Eletroforese (2D-PAGE) 

Para a realização da segunda dimensão (eletroforese), as fitas 

anteriormente focalizadas passaram por uma etapa de redução e de alquilação. 

Para a redução as fitas foram imersas em tampão de equilíbrio contendo 2% DTT 

(ditiotreitol) e traços de corante bromofenol por 20 min. Posteriormente as fitas 

foram imersas em nova solução de equilíbrio contendo 4% de IAA 

(iodoacetamida) e traços do corante bromofenol por mais 20 min. 

A segunda dimensão foi realizada no sistema Omniphor MV 20 

(Biosystems) em SDS-PAGE a 12,5%, utilizando uma fita de IEF por gel. A 

eletroforese foi realizada com as seguintes etapas: 40 mA por 15 min, 80 mA por 

30 min, 100 mA por 2,5 h; voltagem fixa de 300 V. Os géis foram realizados em 
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triplicata para cada tratamento analisado. Após eletroforese, os géis 

permaneceram por 30 min em solução fixadora (etanol 40%, ácido acético 10%), 

posteriormente foram imersos em solução de coloração [metanol 20%, ácido 

acético 5% e água deionizada, solução de azul de Coomassie (Phastgel Blue R, 

GE Life Sciences) 50%] durante 18 h. Em seguida, os géis foram imersos em 

solução descorante (etanol 20%, ácido acético 5%) por 15 min, 45 min e duas 

vezes por 2 h. Após o processo de descoloração, os géis foram armazenados em 

solução de preservação (ácido acético 5%). 

 

2.2.3 Digitalização e análise de imagens 

Os géis foram digitalizados com auxílio de scanner de transparência 

ImageScanner III (GE Life Sciences) calibrado para densidade ótica, utilizando-se 

o programa LabScan 6.0 (GE Life Sciences) com os seguintes parâmetros: modo 

de transparência, resolução de 150 dpi e filtro vermelho, ideal para coloração de 

géis com azul de Coomassie. Anteriormente a captura da imagem, foi realizada 

uma etapa de calibração do scanner utilizando a fita de calibração Kodak 3, com 

valores de densidade ótica ou difusa definidos, conforme procedimentos 

recomendados pelo fabricante. Após digitalização as imagens dos géis foram 

analisadas no software de análise ImageMaster 2D Platinum v.7.05 (GE Life 

Sciences).  

Todas as triplicatas (réplicas técnicas) de géis de cada tratamento foram 

submetidas aos mesmos parâmetros de análise comparativa para detecção e 

seleção de spots (manchas coradas delimitadas e representativas de proteínas), 

conforme descrito por Pacheco et al. (2013), com inspeção visual para eliminação 
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de possíveis interferentes como bolhas e artefatos da coloração. Nas 

comparações das triplicatas entre os tratamentos, foram selecionados como spots 

diferenciais aqueles que apresentaram razão de variação no parâmetro 

normalizado porcentagem de volume (%vol) ≥ 1,5 e ANOVA ≤ 0,05. Estes spots 

selecionados foram denominados DEPs (proteínas diferencialmente expressas). 

2.2.4 Digestão com tripsina 

Os spots que apresentaram variação significativa entre tratamentos 

(proteínas com acúmulo diferencial estatisticamente significativo) foram excisados 

manualmente de uma das réplicas técnicas (géis) com auxílio de bisturi e 

incubados em solução descolorante contendo metanol 50% e ácido acético 2,5% 

durante 18 h, em temperatura, ambiente para remoção do corante.  

Após desidratação em acetonitrila 100%, as proteínas (spots) sofreram 

redução e em seguida alquilação. Inicialmente, os fragmentos de gel foram 

reidratados com 10 mM DTT em 50 mM de bicarbonato de amônio e incubados 

por 30 min a 60ºC. O excesso do líquido foi removido e substituído por 30 µL de 

solução 10 mM IAA em 50 mM de bicarbonato de amônio. Posteriormente, os 

fragmentos foram mantidos no escuro por 30 min, à temperatura ambiente.  

O líquido excedente foi então removido, os fragmentos lavados com 100 

mM de bicarbonato de amônio e novamente desidratados com acetonitrila 100%. 

Subsequentemente a essas etapas foram adicionados 30-50 µL (até cobrir o 

fragmento de gel) de solução com 20 ng/µL de tripsina para digestão da proteína 

com as  amostras incubadas em gelo por 30 min. Depois da reidratação, foi 

adicionada solução de bicarbonato de amônio 50 mM cobrindo todo o fragmento 

de gel, e a digestão mantida a 37ºC por 16 h. Após este período, foram 
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acrescentados à solução anterior 30-50 µL (até cobrir o fragmento de gel) de 

solução de extração [5% de ácido trifluoroacético (TFA) em 50% de acetonitrila], 

incubada por 1 h em gelo e centrifugada até 10.000xg para coleta e transferência 

do sobrenadante novo tubo. A extração das proteínas foi realizada duas vezes.  

O sobrenadante de cada spot foi concentrado em concentrador à vácuo 

(Speed-vac, Eppendorf) e armazenado a -20ºC até a realização das análises por 

espectrometria de massas. 

 

2.2.5 Espectrometria de massas 

Os espectros MS e MS/MS foram obtidos em espectrômetro Autoflex III 

MALDI-ToF/ToF (Bruker Daltonics) disponibilizado pela Central Analítica do 

Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste, CETENE, Recife-PE, usando 

matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (Sigma/C8982) e conforme os 

protocolos de análise padronizados de: tipagem por massa de peptídeos (PMF - 

peptide mass fingerprinting; método refletido positivo RP_Proteomics_HPC) e 

busca de íons (ion search, método LIFT). Os íons foram acelerados a 19 KV, laser 

Nd:YAG smartbeam 355 nm, 100 Hz. 

 

2.3 Análises de Bioinformática 

2.3.1 Identificação presumível 

 Para a análise por PMF, os espectros obtidos tiveram seus arquivos 

peaklist.xml analisados no software Mascot (Matrix Inc.) utilizando o método de 

PMF contra os bancos de dados: Bacillus thuringiensis, gentilmente 

disponibilizado pelo Laboratório de Espectrometria de Massas Dalton 
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(http://daltonlab.iqm.unicamp.br), do Instituto de Química da Universidade 

Estadual de Campinas, Campinas-SP; Bactéria (Eubactéria) e Firmicutes 

(Bactérias Gram-positivas) que encontram-se disponíveis na versão online do 

Mascot (http://www.matrixscience.com). Os parâmetros admitidos para as 

comparações foram estabelecidos seguinte forma: banco Bacillus thuringiensis – 

1) base de dados: bthuringiensis; 2) taxonomia: todas as entradas; 3) modificação 

fixa: carbamidometil (C); 4) modificação variável: oxidação (M); e 5) tolerância 1.2 

Da. Bancos de Bactéria (Eubactéria) ou Firmicutes – 1) base de dados: Swissprot; 

2) taxonomia: Bactéria (Eubactéria) ou Firmicutes (Bactérias Gram-positivas); 3) 

modificação fixa: carbamidometil (C); 4) modificação variável: oxidação (M); e 5) 

tolerância de 200 ou 150 ppm.  

 Para as amostras não identificadas via PMF e reanalisadas por MS/MS os 

espectros foram identificados por meio da análise dos arquivos peaklist.xml 

utilizando os método de busca de íons (íon search) frente aos mesmos bancos de 

dados anteriormente mencionados e com os mesmos parâmetros, diferenciando 

apenas: tolerância MS/MS 0,6 Da e valor respectivos de massa/carga (m/z) de 

cada íon precursor. 

 As identificações foram consideradas significativas quando o score era 

superior ao valor limite (cut-off) que equivale a -10.log(P), com o P sendo 

considerado como a probabilidade da similaridade encontrada ao acaso e 

admitindo-se que os valores que estejam acima do score do valor limite 

apresentam significância estatística (p<0,05). As proteínas expressas pelos 

isolados possibilitaram na anotação dos DEPs associados aos acessos do banco 

de dados do UniProt (http://www.uniprot.org) e os respectivos descritores (Tabela 

3). 
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2.3.2 Ontologia gênica (GO) 

 Para as análises de Ontologia Gênica utilizando a ferramenta Blast2GO 

versão 3.1 (disponível em: https://www.blast2go.com/), as sequências das 

proteínas foram recuperadas através da ferramenta Retrieve ID do UniProt no 

formato FASTA. Foi realizado o Blast das sequências usando o banco de dados 

do NCBI (National Center for Biotechnology and Information), com os seguintes 

parâmetros: programa: blastp; base de dados: nr; cut-off (e-value): 10-5. Em 

seguida, as sequências foram analisadas nos programas InterProScan (Quevillon 

et al., 2005) para buscar assinaturas proteicas similares, e Mapping, onde foram 

mapeados os termos de ontologia gênica (GO). Posteriormente as proteínas 

foram anotadas considerando as configurações: filtro para e-Value-hit: 10-5; cut-off 

de anotação: 55; ponderação (weight) para GO: 5; e filtro de GO por taxonomia: 

Firmicutes. Após anotação, foi realizada a análise estatística relacionada com os 

resultados de anotação para busca do código identificador da enzima (EC). A 

distribuição dos termos GO foi analisada no nível 3 para processo biológico, 

função molecular e componente celular. 

3. Resultados 

3.1 Extração de proteínas 

 O protocolo descrito por Barbosa Neto et al. (2014) e modificado para as 

extrações de proteínas totais de Bt possibilitou a recuperação e solubilização de 

proteínas com diferentes massas moleculares que apresentaram integridade e 

baixa concentração de interferentes, permitindo assim a utilização nas análises 

proteômicas posteriores (Figura 1). 
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Figura 1. SDS-PAGE (Poliacrilamida 12,5%) mostrando os perfis de proteínas solúveis totais de 
isolados de B. thuringiensis. Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.11 isolados portadores do gene cry9 e Bt.Pri 
4.7, Bt.Pri 4.29 e HD-1 (estirpe padrão), portadores do gene cry2. Marcador de baixo peso 
molecular (M), em KDa. 

 

 

3.2 Eletroforese bidimensional (2D) 

Três géis 2D-PAGE (réplicas técnicas) foram obtidos das réplicas 

biológicas reunidas de cada isolado de B. thuringiensis analisado, produzindo um 

total de 15 géis. Exemplos destes géis com os spots delimitados são mostrados 

nas Figuras 2-4.  
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Figura 2: Imagens de géis 2D-PAGE com localização de spots utilizando extrato de proteínas 
totais dos isolados de B. thuringiensis. A: Extrato proteico obtido do isolado Bt.CDi 1.3; B: Extrato 
proteico obtido do isolado Bt.CDi 1.11. 

 

 

 

 

Figura 3: Imagens de géis 2D-PAGE com localização de spots utilizando extrato de proteínas 
totais dos isolados de B. thuringiensis. A: Extrato proteico obtido do isolado Bt.Pri 4.7; B: Extrato 
proteico obtido do isolado Bt.Pri 4.29. 
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Figura 4: Imagens de géis 2D-PAGE com localização de spots utilizando extrato de proteínas 
totais dos isolados de B. thuringiensis. A: Extrato proteico obtido do isolado Bt.Pri 4.7; B: Extrato 
proteico obtido da estirpe HD-1. 

 

3.3 Digitalização e análise de imagens 

 

Após as análises, foi constatado que as réplicas dos géis do mesmo 

isolado apresentaram similaridade significativa, com média de coeficiente de 

correlação obtida de 0,948 entre as réplicas do isolado Bt.CDi 1.3; 0,960 no 

isolado Bt.CDi 1.11, 0,8504 em Bt.Pri 4.7, 0,9384 em Bt.Pri 4.29, e no isolado HD-

1 a correlação foi de 0,9468. Esta correlação entre réplicas permitiu as análises 

subsequentes dos spots. 

A eletroforese 2D permitiu a detecção total de 1.830 spots nas amostras 

de réplicas técnicas das três comparações realizadas.  

 

3.3.1 Comparação entre isolados de Bt mais e menos patogênico portadores 

do gene cry9 

Na comparação entre os isolados Bt.CDi 1.3 (mais patogênico) e Bt.CDi 

1.11 (menos patogênico) foram obtidos 477 spots com os géis de Bt.CDi 1.3 
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apresentando a média de aproximadamente 84 spots/gel (variação entre 69 a 

109) e os géis do isolado Bt.CDi 1.11 com média de 75 spots/gel (variação entre 

55 a 92).  

Após as análises dos géis digitalizados (Figura 5), foram detectados nesta 

comparação um total de 115 spots distintos e, deste total, 90 foram exclusivos 

sendo 41 spots exclusivos de Bt.CDi 1.3, 49 exclusivos de Bt.CDi 1.11 e 25 

comuns a ambos os isolados (Tabela 1). Dos 115 spots distintos, 44 

apresentaram variação significativa na %vol (ANOVA ≤ 0,05) e dez destes, razão 

de variação (ratio) ≥ 1,5. Destes 44 spots submetidos à identificação por MS, 24 

são pertencentes ao isolado Bt.CDi 1.3, 11 ao isolado Bt.CDi 1.11 e 9 são comuns 

a ambos. 

 

3.3.2 Comparação entre isolados de Bt mais e menos patogênico portadores 

do gene cry2 

 

A comparação entre os isolados Bt.Pri 4.7 (mais patogênico) e Bt.Pri 4.29 

(menos patogênico), foi a responsável pela geração do maior número de spots 

com um total de 895. Destes, o isolado Bt.Pri 4.7 apresentou uma média de 

aproximadamente 94 spots/gel (variação entre 78 a 115) e o isolado Bt.Pri 4.29 

apresentando média de 204 spots/gel (variação entre 183 a 226). 

A análises dos géis digitalizados  (Figura 6), detectou 219 spots distintos 

e deste total 204 spots foram exclusivos sendo 43 de Bt.Pri 4.7, 161 de Bt.Pri 4.29 

e 15 spots foram comuns a ambos os isolados (Tabela 1). Dos 219 spots distintos 

147 apresentaram variação significativa na %vol (ANOVA ≤ 0,05) e 15 destes, 

razão de variação (ratio) ≥ 1,5. Destes 147 spots submetidos à identificação por 
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MS, 16 foram pertencentes ao isolado Bt.Pri 4.7, 128 ao Pri 4.29 e dois foram 

comuns. 

 

3.3.3 Comparação entre o isolado de Bt Bt.Pri 4.7 e estirpe padrão de alta 

virulência HD-1, portadores do gene cry2. 

 

Na comparação entre o isolado Bt.Pri 4.7 (mais patogênico entre os 

isolados) e a estirpe padrão HD-1, foram obtidos 458 spots com as médias de 

aproximadamente 90 (variação 88 a 93) e 62 (variação de 44 a 67) spots/gel, 

respectivamente. 

Nesta comparação 96 spots foram detectados e considerados distintos 

(Figura 7), e deste total, 88 foram exclusivos sendo 50 spots de Bt.Pri 4.7, 38 da 

estirpe HD-1 e 8 comuns a ambos os isolados (Tabela 1). Dos 95 spots distintos, 

apenas 38 apresentaram variação significativa na %vol (ANOVA ≤ 0,05) com 15 

destes possuindo razão de variação (ratio) ≥ 1,5. Destes 38 spots submetidos à 

identificação por MS, 14 spots foram exclusivos de Bt.Pri 4.7, 23 da estirpe HD-1 

e apenas um spot comum a ambos. 

Dentro das três comparações acima descritas, um total 229 spots foram 

considerados DEPs e foram excisados dos géis para identificação via MS. 
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Figura 5: Imagens digitalizadas do 2D-PAGE e com a determinação dos spots em análise no programa ImageMaster Platinum 
7.05. A, B e C: 2D-PAGE do isolado Bt.CDi 1.3; D, E e F: 2D-PAGE do isolado Bt.CDi 1.11. 
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Figura 6: Imagens digitalizadas do 2D-PAGE e com a determinação dos spots em análise no programa ImageMaster Platinum 
7.05. A, B e C: 2D-PAGE do isolado Bt.Pri 4.7; D, E e F: 2D-PAGE do isolado Bt.Pri 4.29. 
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Figura 7: Imagens digitalizadas do 2D-PAGE e com a determinação dos spots em análise no programa ImageMaster Platinum 7.05. 
A, B e C: 2D-PAGE da estirpe HD-1; D, E e F: 2D-PAGE do isolado Bt.Pri 4.7. 
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Tabela 1: Total de spots coletados com Anova significativa e com razão de variação de %vol ≥ 1,5 
para os spots comuns, nas comparações entre os isolados que possuem o gene cry2 Bt.Pri 4.7 x 
Bt.Pri 4.29; Bt.Pri 4.7 x HD-1 e entre os portadores de cry9 Bt.CDi 1.3 x Bt.CDi 1.11. 

  Comparações 

Gene cry2 Gene cry9 

Bt.Pri 4.7  Bt.Pri 4.29 Bt.Pri 4.7  HD-1 Bt.CDi 1.3 Bt.CDi 1.11 

Spots coletados para 
MS 

147 38 44 

Média por réplica de 
gel 94 204 90 62 84 75 

Spots comuns1 3 1 9 
Maior volume dos 

spots comuns 
3 - - 1 5 4 

ANOVA ≤ 0,05 3 -  1 5 4 
 

ratio ≥ 1,52 
 

2 - -  
1 

 
4 

 
4 

pots exclusivos3 16 128 14 
2
3 

24 11 

ANOVA ≤ 0,05 16 128 14 
2
3 

24 11 

DEPs4 18 128 14 
2
4 

128 15 

1Spots observados em ambos 
2Razão de variação de %vol ≥ 1. 
3Não detectados no outro isolado por 2D-PAGE. 
4Proteínas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA significativa e Ratio > 1,5 + exclusivos com ANOVA 
significativa). 

 

3.4 Espectrometria de massas (PMF e MS/MS) 

 A espectrometria de massas dos DEPs selecionados após análise 

comparativa em 2D-PAGE possibilitou a obtenção de espectros nas comparações 

Bt.Pri 4.7 x Bt.Pri 4.29 (isolado Cry2 mais virulento x isolado Cry2 menos virulento), 

Bt.Pri 4.7 x HD-1 (isolado Cry2 mais virulento x isolado Cry2 padrão de alta 

virulência) e Bt.CDi 1.3 x Bt.CDi 1.11 (isolado Cry9 mais virulento x isolado Cry9 

menos virulento) descritos detalhadamente na Tabela 2. As análises por PMF ou 



100 
 

 

pela busca de íons resultaram na obtenção de espectros de massa com qualidade 

suficiente para a identificação de 63 proteínas pela utilização do programa Mascot. 

Das comparações entre Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.29; e entre Bt.Pri 4.7 e a estirpe HD-1, 

todos portadores do gene cry2, foi possível a identificação de 26 e 21 proteínas, 

respectivamente. Da comparação entre os isolados Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.11, ambos 

portadores do gene cry9, 16 proteínas foram identificadas. Os DEPs que não foram 

passíveis de identificação por PMF ou busca de íons estão sendo analisados via 

sequenciamento de novo. 

Tabela 2: Eficiência das análises em espectrometria de massas para os DEPs selecionados para 
identificação. 

 Comparações 

 Gene cry2 Gene cry9 

 Bt.Pri 4.7  
x 

Bt.Pri 4.29 

Bt.Pri 4.7  
x 

HD-1 

Bt.CDi 1.3  
x 

Bt.CDi 1.11 

 Total % Total % Total % 

Deps coletados 147 100 38 100 44 100 

Analisados PMF 147 100 38 100 44 100 

Analisáveis 139 94,55 38 100 44 100 

Identificados1 25 17,98 20 52,63 15 34,09 

Não identificados2 114 82,01 18 47,36 29 65,90 

Analisados por MS/MS 114 82,01 18 47,36 29 65,90 

Analisáveis 114 82,01 18 47,36 29 65,90 

Identificados1 1 0,72 1 2,63 1 2,27 

Não identificados2 113 81,29 17 44,72 28 63,65 

Anotados 26 17,68 21 55,26 16 36,36 

Não identificados 113 81,29 17 44,72 28 63,65 

1Com score Mascot significativo (p<0,05)     

2Sem score Mascot significativo (p>0,05)     
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3.5 Análises de Bioinformática 

3.5.1 Identificação presumível e anotação das DEPs 

 A Tabela 3 foi obtida através das análises dos espectros de PMF e MS/MS no 

programa Mascot, considerando as similaridades significativas, ou seja, com score 

de identificação acima do cut-off (p≤0,05) com proteínas do organismo de origem ou 

táxon mais próximo. Entre os bancos de dados utilizados para a identificação das 

proteínas, o de Firmicutes (bactérias Gram-positivas) contribuiu para a identificação 

de 50,80% dos DEPs. Os bancos de Bacteria e Bacillus thuringiensis contribuíram 

com 34,92 e 14,28% da identificação, respectivamente. Entre as comparações, a 

que apresentou a maior porcentagem de identificação dos DEPs foi entre os 

isolados com o gene cry2 Bt.Pri 4.7 x HD-1 com 55,26%, seguida pela comparação 

dos isolados com cry9 Bt.CDi 1.3 x Bt.CDi 1.11 com 36,36%. Na comparação entre 

os isolados também cry2 Bt.Pri 4.7 x Bt.Pri 4.29, foram identificados 17,68% dos 

DEPs. 

 Os detalhes da identificação das proteínas diferenciais obtidas nas 

comparações realizadas estão apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6.  
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Tabela 3: Classificação da identificação obtida para as DEPs selecionadas, conforme táxon de maior 
similaridade pela análise no programa Mascot. 

Bancos de dados utilizados Comparações  

 Gene cry2 Gene cry9 

 Bt.Pri 4.7  

x 

Bt.Pri 4.29 

 

Bt.Pri 4.7  

x  

HD-1 

 

Bt.CDi 1.3 
x  

Bt.CDi 1.11 
 

 DEPs DEPs DEPs 

 Total % Total % Total % 

DEPs1 147 100 38 100 44 100 

Com identificação 26 17,68 21 55,26 16 36,36 

Bacillus thuringiensis 4 2,04 3 7,89 2 4,54 

Bactéria 15 10,20 0 0,00 7 15,90 

Firmicutes (Bactérias Gram-
positivas) 

7 4,76 18 47,36 7 15,90 

Sem identificação 122 83 17 44,74 28 63,64 

1Proteínas diferencialmente expressas 
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Tabela 4: Anotação presumível das DEPs de isolados de Bacillus thuringiensis, de acordo com a maior similaridade (p≤0,05) utilizando o programa 
Mascot. O Ratio significa à razão de variação entre as %vol dos spots comuns na comparação entre os isolados Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.29. ANOVA 
refere-se ao valor p calculado para significância estatística da diferença na %vol entre os spots da comparação, sendo considerada significativa se 
p≤0,05. Estão apresentados o ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE para 
cada spot. 

Spot ID 

Ratio 

Bt.Pri 4.7 
x 

Bt.Pri 4.29 

ANOVA Acesso Nome das proteínas Score Organismo pI MM (Da) 

     Cal Obs Cal Obs 

Pri 4.7           

14** 4.361 0,000827 A0R8U9 
Holo‐acil‐transportador de proteína 

sintase 
48 

Bacillus thuringiensis 
(strain Al Hakam) 

6,85 6,20 13.092 20.653 

185 Exclusivo 0,000575 A5EPK7 Fosfo‐N‐acetilmurâmico‐pentapeptíd
eo transferase 

51 
Bradyrhizobium sp. (strain 
BTAi1 / ATCC BAA‐1182) 

9,52 9,31 39.674 27.770 

214 Exclusivo 0,002023 Q0C0Z8 ATP sintase subunidade α 71 
Hyphomonas neptunium 

(strain ATCC 15444) 
6,24 5,28 55.553 111.380 

Pri 4.29           

15  Exclusivo 0,0000106 Q0SW76 Proteína UvrABC do sistema B 61 
Clostridium perfringens 
(strain SM101 / Type A) 

5,09 5,04 75.663 15.413 

30 Exclusivo 0,0000840 Q633N8 Ribonuclease HIII 46 
Bacillus cereus (strain ZK 
/ E33L) 

9,68 5,95 34.290 29.402 

46 Exclusivo 0,000298 B4ECN1 Proteína ribossômica 30S S2  

Burkholderia cenocepacia 
(strain ATCC BAA‐245 / 
DSM 16553 / LMG 16656 
/ NCTC 13227 / 

7,03 7,74 27.098 34.737 

54 Exclusivo 0,0318508 B0CLD7 
Subunidade I da NADH-quinona 

oxidoredutase 
68 

Brucella suis (strain ATCC 
23445 / NCTC 10510) 

6,73 9,49 18.950 38.239 
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57 Exclusivo 0,0012891 A0RLH0 
Peroxidase heme‐dependente 

BALH_4887 48 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

4.99 6,23 
 

28.747 
 

 
37.995 

58 Exclusivo 0,0070209 Q39E45 Transaldolase 71 

Burkholderia lata (strain 
ATCC 17760 / LMG 
22485 / NCIMB 9086 / 
R18194 / 383) 

5,26 9,39 35.214 38.020 

72 Exclusivo 0,00000109 B1YRQ5 
Subunidade α da RNA polimerase 

dependende de DNA 
105 

Burkholderia ambifaria 
(strain MC40‐6) 

5,76 6,30 35.798 44.774 

85 Exclusivo 0,00185708 A9AGW2 Enolase 150 Burkholderia multivorans 4,76 5,16 45.932 51.336 

90 Exclusivo 0,0019154 C3P0A3 Enolase 86 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

4,66 5,10 46.446 57.276 

95* Exclusivo 0,00502443 A0RL97 ATP sintase subunidade α 52 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

5,30 5,80 54.667 58.603 

106 Exclusivo 0,00000512 Q1JUP4 
α‐cetoglutarato-semialdeído 

desidrogenase 
87 Azospirillum brasilense 6,29 6,82 50.914 65.934 

108 Exclusivo 0,0000532 Q39J12 Chaperonina 2 60 kDa 161 

B. lata (strain ATCC 
17760 / LMG 22485 / 
NCIMB 9086 / R18194 / 
383) 

5,09 5,45 57.086 64.305 

120 Exclusivo 0,0417203 B4S8Z9 Shikimato quinase 68 
Prosthecochloris aestuarii 
(strain DSM 271 / SK 413) 

9,32 6,00 22.581 75.341 

122 Exclusivo 0,0178316 A9AFC7 Aspartato‐tRNA(Asp/Asn) ligase 101 
Burkholderia multivorans 
(strain ATCC 17616 / 249) 

5,67 5,79 68.086 76.952 

136 Exclusivo 0,000959 Q39JC8 Chaperona DnaK 192 

B. lata (strain ATCC 
17760 / LMG 22485 / 
NCIMB 9086 / R18194 / 
383) 

4,91 5,28 69.886 84.144 

Continuação 
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*Identificado via MS/MS; ** Spot comum, porém com maior razão de variação entre as % vol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

140 Exclusivo 0,00207767 Q6HPR1 Fator de alongamento G  145 
B. thuringiensis subsp. 
konkukian (strain 97‐27) 

4,91 5,35 76.515 93.640 

141 Exclusivo 0,00165229 Q1BRU5 Fator de alongamento G2 176 B. cenocepacia 5,35 5,76 77.798 91.569 

150 Exclusivo 0,0161272 A0RC09 Proteína de ciclo celular GpsB 46 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

6,62 6,03 
 

13.111 
 

10.394 

152 Exclusivo 0,0105652 A0RHF1 Proteina RecA 50 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

5,24 6,09 37.273 
 

104.059 

154 Exclusivo 0,00000272 B6EPU4 Proteína ribossomal 50S L15 70 
Aliivibrio salmonicida 
(strain LFI1238) 

11,13 5,22 14.898 106.447 

179 Exclusivo 0,0151472 A0R8H8 Fator de alongamento Tu 143 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

4,93 5,05 43.026 40.032 

Continuação 
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Tabela 5: Anotação presumível das DEPs de isolados de Bacillus thuringiensis, de acordo com a maior similaridade (p≤0,05) utilizando o 
programa Mascot. O Ratio significa à razão de variação entre as %vol dos spots comuns na comparação engre os isolados Bt.Pri 4.7 e a estirpe 
HD-1. ANOVA refere-se ao valor p calculado para significância estatística da diferença na %vol entre os spots da comparação, sendo considerada 
significativa se p≤0,05. Estão apresentados o ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 
2D-PAGE para cada spot. 

Spot ID 
Ratio 

Bt.Pri 4.7 
x 

HD-1 

ANOVA Acesso Nome das proteínas Score Organismo pI MM (Da) 

     Cal Obs Cal Obs 

Pri 4.7           

8 Exclusivo 2,71E-04 Q8RCA4 Ornitina carbamoiltransferase 69 

Caldanaerobacter 

subterraneus subsp. 
tengcongensis (strain 
DSM 15242 / JCM 11007 / 
NBRC 100824 / MB4 

5,58 6,18 35.126 16.005 

10 Exclusivo 0,0149323 P32815 
Proteína desconhecida da região 

gldA 3' 
61 

Geobacillus 

stearothermophilus 
6,36 5,38 24.651 16.740 

11 Exclusivo 0,0110868 Q03QN5 Fator de alongamento Tu 64 
Lactobacillus brevis (strain 
ATCC 367 / JCM 1170) 

4,73 7,19 43.612 18.392 

15 Exclusivo 
0,0151636 

 
B3WE52 GTPase Obg 71 

Lactobacillus casei (strain 

BL23) 
5,22 5,73 46.240 20.542 

18 Exclusivo 0,0330196 Q5KW56 Provável sulfurtransferase tRNA 65 
Geobacillus kaustophilus 
(strain HTA426) 

8,98 5,96 45.814 25.587 

19* Exclusivo 5,75E-04 A5EPK7 
Fosfo‐N‐acetilmurâmico‐pentapeptí

deo transferase 
51 

Bradyrhizobium sp. (strain 
BTAi1 / ATCC BAA‐1182) 

9,52 9,29 39.674 27.818 

20 Exclusivo 5,88E-04 B9MQ23 Octanoil transferase 64 Caldicellulosiruptor bescii 
(strain ATCC BAA‐1888 / 

8,62 5,28 26.267 30.817 
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DSM 6725 / Z‐1320) 

HD-1           

0 ** 2.850 
0,0020233 

 
Q0C0Z8 ATP sintase subunidade α 71 

Hyphomonas neptunium 

(strain ATCC 15444) 
6,24 6,28 55.553 18.833 

58  Exclusivo 0,0028677 P0A367 Proteína de cristal pesticida Cry1Aa  136 
B. thuringiensis subsp. 
aizawai 

5,00 9,91 134.057 119.811 

67  Exclusivo 4,46E-06 Q034T0 Proteína ribossomal 50S L31B 61 L. casei (strain ATCC 334) 9,36 6,12 9.542 28.937 

69 Exclusivo 1,57E-04 P21733 
Proteína desconhecida de 29.1 kDa 

da região cryB1 5' 
46 

B. thuringiensis subsp. 
kurstaki 

3,72 4,00 29.947 52.617 

70 Exclusivo 0,0127564 A0R8H8 Fator de alongamento Tu 52 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam 

4,93 5,31 43.026 53.984 

73  Exclusivo 1,32E-06 P0A367 Proteína de cristal pesticida Cry1Aa 89 
B. thuringiensis subsp. 

aizawai 
5,00 4,97 134.057 64.193 

74 Exclusivo 0,00159688 A0R8W4 Chaperonina 60 kDa 56 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

4,79 5,14 

 

57.368 65.641 

76  Exclusivo 1,27E-04 P0A372 Proteína de cristal pesticida Cry1Ab 76 
B. thuringiensis subsp. 
aizawai 

5,04 5,08 131.284 75.226 

77  Exclusivo 3,05E-04 P05068 Proteína de cristal pesticida Cry1Ac 153 
B. thuringiensis subsp. 

kurstaki 
5,03 5,07 134.160 79.429 

78 Exclusivo 1,44E-05 P0A367 Proteína de cristal pesticida Cry1Aa 112 
B. thuringiensis subsp. 

aizawai 
5,00 5,04 134.057 87.550 

79 Exclusivo 9,38E-04 P05068 Proteína de cristal pesticida Cry1Ac 120 
B. thuringiensis subsp. 

kurstaki 
5,03 5,37 134.160 105.274 

82  Exclusivo 0,00280843 P0A367 Proteína de cristal pesticida Cry1Aa 112 B. thuringiensis subsp. 5,04 6,11 131.284 122.990 

Continuação 
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aizawai 

84 Exclusivo 0,00191479 P0A372 Proteína de cristal pesticida Cry1Ab 171 
B. thuringiensis subsp. 

aizawai 
5,04 6,04 131.284 123.668 

*Identificado via MS/MS; ** Spot comum, porém com maior razão de variação entre as % vol 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Continuação 
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Tabela 6: Anotação presumível das DEPs de isolados de Bacillus thuringiensis, de acordo com a maior similaridade (p≤0,05) utilizando o 
programa Mascot. O Ratio significa à razão de variação entre as %vol dos spots comuns na comparação entre os isolados Bt.CDi 1.3 e CDi 1.11. 
ANOVA refere-se ao valor p calculado para significância estatística da diferença na %vol entre os spots da comparação, sendo considerada 
significativa se p≤0,05. Estão apresentados o ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 
2D-PAGE para cada spot. 

Spot 
Ratio 

Bt.CDi 1.3  
x 

Bt. CDi 1.11 

ANOVA Acesso Nome das proteínas Score Organismo pI MM (Da) 

     Cal Obs Cal Obs 

Bt 1.3           

5** 1.674 0,0423215 A3DHP0 Subunidade α da V‐ATP sintase   64 

Clostridium thermocellum 
(strain ATCC 27405 / DSM 
1237 / NBRC 103400 / 
NCIMB 10682 

5,21 6,27 65.494 17.910 

14** 1.946 0,0245881 C3P9Q3 Fator de alongamento Tu 62 

Bacillus anthracis (strain 
A0248) 

 

4,93 5,27 43.026 51.737 

79 Exclusivo 0,00706141 A0R8H8 Fator de alongamento Tu 108 B. anthracis (strain A0248) 4.93 5.70 43.026 46.006 

80 Exclusivo 0,0221482 Q634M5 
Repressor de transcrição indutivo 

por calor HrcA 
46 

Bacillus cereus (strain ZK / 
E33L) 

5,95 5,46 37.905 48.500 

81 Exclusivo 5,57E-04 A0RKS3 Enolase 129 
B. thuringiensis (strain Al 
Hakam) 

4,66 4,91 46.446 54.167 

84 Exclusivo 0,723742 B7IMU0 Aminopeptidase citossólica 65 B. cereus (strain G9842) 4,80 5,06 53.596 57.518 

85 Exclusivo 0,0337014 Q81SW4 
Proteína A do estágio IV de 

esporulação 
141 B. anthracis 4,69 4,92 55.636 58.187 

86 Exclusivo 0,00144814 B7IUW8 1-Pirrolina-5-Carboxilato 96 B. cereus (strain G9842) 5,43 5,77 56.418 58.459 
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desidrogenase 

96 Exclusivo 1,71E-04 B7HCU0 Chaperonina 60 kDa 119 B. cereus (strain B4264) 4,66 4,85 65.783 80.591 

98 Exclusivo 0,00740629 B7HJ45 Fator de alongamento G 168 B. cereus (strain B4264) 4,91 5,20 76.504 88.605 

102 Exclusivo 2,62E-04 O66440 3-desidroquinase desidratase 73 
Aquifex aeolicus (strain 
VF5) 

5,90 5,06 25.069 103.134 

104* Exclusivo 0,00118558 Q1AVS8 Fator desencadeante de resposta  46 
Rubrobacter xylanophilus 
(strain DSM 9941 / NBRC 
16129) 

4,67 5,00 53.893 16.636 

Bt 1.11           

38  0,00402762 Q99Y12 
Galactose-6-fosfato-isomerase 

subunidade 2 Laca A 
62 

Streptococcus pyogenes 
serotype M1 

5,22 9,50 15.474 39.533 

48  0,022553 P42481 Fator alongamento Tu 85 Thiomonas delicata 5,58 5,61 43227 50.296 

*Identificado via MS/MS; ** Spot comum, porém com maior razão de variação entre as % vol 

 
 
 
 

Continuação 
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3.6 Ontologia gênica (GO)  

3.6.1 Localização Subcelular 

 A ferramenta Blast2GO através dos termos de Ontologia Gênica para 

Localização Subcelular (Figuras 8) para os isolados com genes cry2, Bt.Pri 4.7 (mais 

patogênico) e Bt.Pri 4.29 (menos patogênico), demonstrou que em Bt.Pri 4.7 grande 

parte das proteínas estão localizadas na membrana plasmática (Fosfo-

N‐acetilmurâmico-pentapeptídeo transferase e ATPase α) e algumas no citoplasma; 

enquanto que em Bt.Pri 4.29 as proteínas identificadas estão, em sua maioria, 

presentes no citoplasma. 

 A comparação entre o isolado Bt.Pri 4.7 (mais patogênico entre os isolados 

testados) e a estirpe HD-1 (de alto potencial patogênico), ambos portadores do gene 

cry2, aponta para uma maior prevalência de proteínas localizadas em esporos e 

cristais (Ex.: Cry1Aa) e no citoplasma na estirpe HD-1. No isolado Bt.Pri 4.7, as 

proteínas identificadas estão localizadas no citoplasma, seguido por proteínas 

localizadas na membrana plasmática. 

 A localização subcelular desvendada por Ontologia Gênica das proteínas 

identificadas na comparação entre Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.11 (portadores do gene 

cry9), demonstrou que em Bt.CDi 1.3 (mais patogênico) as proteínas estão mais 

abundantes no citoplasma, porém algumas estão localizadas em esporos (Proteína 

A do Estágio IV de esporulação), membrana plasmática (V-ATPase α) e também na 

porção extracelular (Enolase). No isolado Bt.CDi 1.11 (menos patogênico) existe a 

predominância de proteínas localizadas no citoplasma. 
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Figura 8: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) de isolados de Bacillus thuringiensis após 48 horas de crescimento em meio TY. 
Ontologia gênica para localização subcelular das proteínas identificadas nas comparações: A: Bt.CDi 1.11 e Bt.CDi 1.3, portadores do gene cry9; B: 
HD-1 (estirpe padrão) e Bt.Pri 4.7, portadores do gene cry2; C: Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.7, portadores do gene cry2. 
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3.6.2 Processo Biológico 

 Com os termos de GO para Processo Biológico (Figura 9) na comparação 

entre os isolados Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.29 (portadores do gene cry2) foi possível 

verificar que boa parte das proteínas do isolado Bt.Pri 4.7 (mais patogênico) estão 

envolvidas na síntese de ATP (ATPase α) e em processos de biossíntese de ácidos 

graxos (Holo‐acil‐transportador de proteína sintase) e de parede celular (Fosfo-

N‐acetilmurâmico-pentapeptídeo transferase); enquanto no isolado Bt.Pri 4.29 

(menos patogênico) as proteínas distribuem-se entre vários processos biológicos, 

com as mais frequentes estando envolvidas a processos de tradução. 

 Na comparação entre o isolado Bt.Pri 4.7 (mais patogênico entre os isolados 

testados) e a estirpe HD-1 (de alto potencial patogênico), ambos portadores do gene 

cry2, houve maior predominância na estipe HD-1 de proteínas envolvidas em 

processos de defesa, patogênese e esporulação (Cry1Aa, CryB1 5’29.1 kDa, 

Cry1Ab e Cry1Ac); além de proteínas envolvidas no processo de tradução (Fator de 

alongamento Tu). No entanto, no isolado Bt.Pri 4.7, as proteínas estão mais 

envolvidas em processos de biossíntese de tiamina e de parede celular 

(sulfurtransferase tRNA e Fosfo-N‐acetilmurâmico-pentapeptídeo transferase, 

respectivamente) e também em modificações de proteínas (Octanoil transferase). 

 Entre os isolados Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.11 (portadores do gene cry9), o Bt.CDi 

1.3 (mais patogênico) apresenta proteínas envolvidas em processos como proteólise 

(Aminopeptidase), esporulação (Proteína A do estágio IV de esporulação), 

biossíntese de glutamato e prolina (P5C dehydrogenase); folding de proteínas 

(HSP70 chaperona) e biossíntese de corismato (3-desidroquinase desidratase). No 

isolado Bt.CDi 1.11 (menos patogênico) houve maior identificação de proteína 

envolvidas nos processos de catabolismo da galactose e tradução. 
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 A Ontologia Gênica mais detalhada para processos biológicos e também 

função molecular das proteínas identificadas pode ser observado no Anexo III. 
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Figura 9: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) de isolados de Bacillus thuringiensis após 48 horas de crescimento em meio 
TY. Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas nas comparações: A: Bt.CDi 1.11 e Bt.CDi 1.3, portadores do gene 
cry9; B: HD-1 (estirpe padrão) e Bt.Pri 4.7, portadores do gene cry2; C: Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.7, portadores do gene cry2. 
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4. Discussão  

 

 A análise proteômica tem como uma de suas principais finalidades auxiliar no 

entendimento da fisiologia de um organismo. Há alguns anos, a análise das 

proteínas expressas por Bacillus thuringiensis, através da utilização de electroforese 

em gel de poliacrilamida (SDS–PAGE), surgiu como forma de complementação à 

caracterização de novos isolados. Porcar e Juarez Pérez (2003) e Mendonça et al. 

(2012) por exemplo, utilizaram esta técnica na determinação da composição de 

cristal parasporal e toxicidade, identificação de genes críticos e confirmação da 

expressão de genes identificados via PCR. No presente trabalho, foi possível a 

identificação de bandas com tamanhos que correspondem ao estimado para as 

proteínas expressas pelos genes cry2 e cry9 (70 e 130 KDa, respectivamente), 

detectados nos isolados analisados via PCR em estudos anteriores. 

 Apenas com o padrão de bandas em géis SDS-PAGE como as observadas 

no presente trabalho, Fakruddin et al. (2012) confirmaram a identidade de seus 

isolados como pertencendo a classe de Bt assim como Loguercio et al. (2002) e 

Kannan et al. (2012) sugeriram, respectivamente, que a análise dos perfis proteicos 

totais e das proteínas secretadas no meio de cultura em SDS-PAGE podem indicar a 

diversidade dos isolados e o possível espectro de atividade biológica. 

 Os estudos a nível proteômico utilizando a técnica de eletroforese 

bidimensional (2D), como realizado no presente trabalho, vem contribuindo 

amplamente para a identificação da proteínas expressas em dado momento e sob 

certas condições em vários organismos. Em B. thuringiensis esta técnica é 

normalmente empregada para a identificação de proteínas expressas por um mesmo 

isolado nas diferentes fases de vida como nos estudos de Li et al. (2012), ou quando 

submetido a variações do ambiente como realizado por Wu et al. (2011). 
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 A proposta do presente trabalho, no entanto, foi identificar proteínas 

diferencialmente expressas em isolados distintos, porém com a presença de ao 

menos um gene cry em comum, e assim identificar outros fatores que podem 

contribuir para os diferentes graus de patogenicidade observados nos isolados 

utilizados. Li et al. (2012) demostraram a importância e eficiência da técnica 2D para 

a identificação dos fatores de virulência, pois estes possuem ação sinérgica com os 

genes cry, e contribuem para a ação entomopatogênica. Neste sentido, as análises 

realizadas com os isolados de Bt revelaram a presença de proteínas com funções 

metabólicas, síntese de proteínas e de aminoácidos, proteínas de formação de 

cristais e esporos, além de resposta a estresse, entre outras. Nossos resultados 

reforçam as conclusões de Li et al. (2012). 

 Entre as proteínas identificadas nas presentes análises, algumas se 

destacaram por apresentarem funções descritas e específicas em Bt. A enzima 

transaldolase (Tal), por exemplo, foi identificada na comparação entre os isolados 

portadores do gene cry2, Bt.Pri 4.7 x Bt.Pri 4.29, e segundo Gong et al. (2012) está 

diretamente envolvida na via glicolítica de B. thuringiensis. Estes autores estudaram 

as principais proteínas envolvidas no metabolismo de Bt e a Tal aparece em altas 

concentrações durante a fase estacionária, sendo metabolizada pela via da pentose 

fosfato. Içgen et al. (2002) e Öskan et al. (2003) apontam, no entanto, um efeito 

inibidor de altas concentrações de glicose na síntese da δ-endotoxina (proteínas 

Cry). Portanto, a presença da transaldolase indica que houve a produção de glicose 

no isolado Bt.Pri 4.29 que possivelmente inibiu a síntese de proteínas Cry e 

contribuiu para sua baixa virulência. 

 O fator de alongamento G (EF-G), duas vezes identificado no isolado Bt.Pri 

4.29 na mesma comparação, e também no isolado Bt.CDi 1.3 em sua comparação 
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com o Bt.CDi 1.11 (ambos cry9), foi descrito por DelVecchio et al. (2006) como 

sendo normalmente produzido por isolados de B. thuringiensis e apresentar ação 

imunogênica sobre os hospedeiros. Neste mesmo isolado, foram identificadas as 

proteínas 50S ribossomal L15 e subunidade α da RNA polimerase dependente de 

DNA descritas respectivamente por Pridgeon et al. (2013) como um componente de 

proteínas também imunogênicas e Shinoy et al. (2013) como uma importante 

proteína imunorreativa que pode elucidar os processos de patogênese como os 

observado em Burkholderia multivorans e Burkholderia cenocepacia em humanos.  

 Além do Fator de alogamento G o de alongamento Tu (EF-Tu), identificado 

nas comparações entre isolados com genes cry2 e também entre os isolados cry9; 

está envolvido com a síntese de proteínas de tradução. Este fator de elongamento 

forma um complexo ternário com a guanosina trifosfato (GTP) e aminoácidos tRANs 

para carregar o ribossomo A possibilitando a codificação do mRNA através da 

interação códon-anticodon. Foi identificada a duplicação da expressão destes 

fatores de alongamento, especialmente do fator G, no final da fase log e início da 

fase estacionária em Bt, e este aumento de expressão estaria ligado a síntese de 

proteínas, provavelmente Cry, na fase estacionária segundo Gong et al. (2012), Ito e 

Yokoyama (2010) e Takeshita e Tomita (2010); além de estarem relacionados à 

ativação de esporos dormentes, segundo as observações de Keijser (2007). 

 Assim como o fator de alongamento G, a enolase foi identificada duas vezes 

no isolado Bt.Pri 4.29. A enolase foi descrita por DelVecchio et al. (2006) como uma 

das mais proeminentes proteínas esporais expressas por de B. thuringiensis, sendo 

também descrita em outros organismos do gênero Bacillus. Em organismos como P. 

larvae, a enolase é considerada por Antúnez et al. (2011) como um fator de 

virulência e Pancholi et al. (2003) ressaltam sua presença em agentes patogênicos 
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sendo utilizada para a invasão de tecidos dos hospedeiros. Entretanto a função da 

enolase neste processo não está completamente elucidada como mencionado por 

Chung et al. (2011), porém pode haver alguma correlação com a ligação dos 

esporos ao epitélio do hospedeiro por ser a enolase considerada um antígeno 

imunodominante de esporos de B. thuringiensis como observado por DelVecchio et 

al. (2006). A enolase também foi identificada no isolado mais patogênico Bt.CDi 1.3 

em sua comparação com o Bt.CDi 1.11, ambos cry9. 

 A proteína ribossômica 30S S2 também presente nas identificações foi 

descrita como um parceiro mediador de toxicidade por agir em interação com a 

proteína Vip3 (Singh et al., 2010). Esta interação se dá de tal modo que a 

interferência na expressão desta proteína resultou em redução da toxicidade da 

proteína Vip3A. Singh et al. (2010) também relatam que a interação entre a proteína 

ribossomal S2 fica evidenciada nas superfícies das células dos insetos suscetíveis e 

posteriormente no citoplasma destas células já em estágios iniciais de lise. Como as 

proteínas deste estudo não foram oriundas de infecção nos insetos não há como 

inferir se realmente ocorre a interação entre S2-Vip3 no isolado Bt.Pri 4.29. Outro 

fator relevante é que as proteínas Vip3, agindo isoladamente, são até 15 vezes 

menos ativas em relação a proteína da classe Cry1 para D. saccharalis, conforme 

descrito por Lemes et al. (2014); contudo estes mesmos autores apontam que para 

própria D. saccharalis pode ocorrer sinergismo entre Vip3A e Cry1Ca expressa pela 

classe gênica cry1, não detectada em Bt.Pri 4.29 como observado em estudos 

anteriores. Estes fatores podem elucidar a baixa toxicidade deste isolado para D. 

saccharalis, mesmo com indícios da expressão da proteína Vip3. 

 A Proteína Chaperona DnaK foi expressa por Bt.Pri 4.29 na comparação com 

o Bt.Pri 4.7 mas também pelo isolado Bt.CDi 1.3 da comparação com o Bt.CDi 1.11. 
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Esta proteína foi identificada por Wu et al. (2011) na estirpe de B. thuringiensis YBT-

1520, que apresenta alta atividade inseticida contra larvas de lepidópteros. No 

entanto, Chitlaru et al. (2007) sugerem que a DnaK tenha uma atuação como fator 

de virulência em B. anthracis e apontam que em outros agentes patogênicos ela 

possua papel importante no processo patológico pela mediação da adesão aos 

tecidos do hospedeiros. Autores como Pinto el at. (2007), Naseem et al. (2010) e 

McGowin et al. (2010) atribuem funções na patogênese à DnaK por verificarem 

respostas imunológicas em vários animais infectados com agentes patológicos que 

secretam esta proteína. Este resultado sugere que esta chaperona DnaK possui 

maior associação com entomopatogenicidade em isolados de Bt Cry9 do que em 

isolados Cry2, uma vez que o isolado Bt.CDi 1.3 (com gene cry9) apresenta 

patogenicidade de 16%, enquanto o isolado Bt.Pri 4.29 (cry2), 3,47%. 

 A proteína shikimato quinase identificada em Bt.Pri 4.29 é descrita por Liu et 

al. (2010) como diretamente envolvida na produção e fosforilação da turingiensina 

(β-exotoxina) de tal forma que o silenciamento do gene thuE que a expressa inibe a 

produção da turingiensina em mutantes. Glare e O’Callaghan (2000) e Polanczyk e 

Alvez (2003) descrevem a turingiensina como uma proteína tóxica e de baixo peso 

molecular, ativa contra alguns insetos. Segundo estes autores a toxicidade da 

turingiensina está diretamente ligada a inibição da RNA polimerase, porém esta 

proteína não possui especificidade e deste modo contribui para a uma toxidade 

global das bactérias que a expressam; porém Wu et al. (2002) destacam a maior 

capacidade patogênica da turingiensina contra besouros (ordem Coleoptera) e em 

algumas espécies de ácaros (ordem Acarina), representantes de ordens distintas a 

da D. saccharalis utilizada para o teste de patogenicidade do isolado referido. 
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 O complexo NADH-quinona oxidoredutase subunidade I identificado em Bt.Pri 

4.29 foi descrito pro Efremov e Sazanov (2011) como o primeiro e maior complexo 

enzimático da cadeia respiratória, sendo reconhecidamente envolvido em 

importantes atribuições no metabolismo de energia celular enquanto a 

Fosfo‐N‐acetilmurâmico‐pentapeptídeo-transferase de Bt.Pri 4.7, codificada pelo 

gene mraY, foi descrita por Tam et al. (2006) como pertencendo a parede celular e 

estando envolvida na resposta a estresse em Bacillus subtilis. A RecA foi outra 

proteína identificada e está envolvida em respostas a tensão e agentes causadores 

de danos ao DNA, proporcionando resistência ao estresse (Cox, 2007) e estando 

envolvida no mecanismo de resposta SOS em bactérias. 

 Na comparação entre os isolados Bt.CDi 1.3 x Bt.CDi 1.11, ambos com gene 

cry9, foi identificada em Bt.CDi 1.3 a proteína 1-Pirrolina-5-Carboxilato 

Desidrogenase assim como nos estudos de Mukhopadhyay et al. (2009) ao 

analisarem esporos de B. anthracis, quando foi apontata como estando envolvida no 

metabolismo energético. Esta proteína foi relatada por Li et al. (2012) ao analisaram 

o proteôma da cepa Bacillus thuringiensis 4.0718 em diferentes fases de 

crescimento e considerada como agente participante da síntese de aminoácidos e 

de proteínas. Ainda nos estudos de Li et al. (2012), da mesma forma que nos nossos 

resultados, a proteína A do estágio IV de esporulação (SpoIVA) foi identificada e 

segundo a descrição destes autores está envolvida na formação dos cristais 

proteicos e esporos e portanto atua na produção destes elementos patogênicos no 

isolado Bt.CDi 1.3 que apresentou aproximadamente 16% de atividade para D. 

saccharalis. Ao menos em Bacillus subtilis a função desta proteína citoplasmática 

expressa imediatamente após a formação do septo assimétrico está bem 

caracterizada e Catalano et al. (2001) sugerem ainda que a SpoIVA é especializada 
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na morfogênese e fixação do revestimento dos esporos, atuando também no 

compartimentação da célula mãe. 

 Huang et al. (2012) apontam para a presença de proteínas chamadas 

acessórias em Bt que estariam diretamente envolvidas aos processos de formação 

dos cristais proteicos e também da sua superexpressão. Entre as classes de 

proteínas acessórias Huang e colaboradores citam a proteína desconhecida de 29.1 

kDa da região cryB1 5' que foi identificada nos nossos estudos na estirpe HD-1, 

referência em patogeniciade, em sua comparação com nosso isolado Bt.Pri 4.7. 

 Nesta comparação também foram identificados fatores de elongamento, e um 

deles foi o fator de alongamento Tu. Este fator é descrito por Wilson e Nierhaus 

(2007) e Ito e Yokoyama (2010) que sugerem seu envolvimento na regulação da 

síntese de proteínas relacionadas à translação, portanto Gong et al. (2012) 

propuseram que este fator seja mais expresso em momentos que requerem maior 

tradução por facilitarem a síntese de proteínas, embora Li et al. (2012) identificaram 

esta proteína nas três fases do ciclo do isolado de Bt por eles estudado. 

 A GTPase Obg descrita em Bt.Pri 4.7 é uma família de proteínas 

translacionais (trGTPases) que tem como exemplos de membros os fatores de 

elongação Tu e G já discutidos anteriormente e amplamente descritos em Bt como 

demonstrado nas análises de Margus et al. (2007). 

 A Octanoyl transferase expressa pelo nosso isolado Bt.Pri 4.7 é um 

catalisador que está relacionado a síntese de lipoato e portando está envolvido no 

metabolismo de lipoato em bactérias. São descritos cinco complexos 

multienzimáticos dependente de lipoato e três destes cinco são complexos 

desidrogenases alfa-cetoácidos destacando-se entre eles o complexo Piruvato 

Desidrogenase (PDH). Este complexo é composto de múltiplas cópias de três 
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subunidades enzimáticas referidas como E1, E2, E3. Walter e Aronson (1999) 

indicam que em Bacillus thuringiensis a subunidade E2 de PDH se liga ao DNA para 

regular a expressão dos genes de protoxina durante a fase de esporulação. A 

octanoil transferase identificada em Bt.Pri 4.7 sugere a produção de toxinas neste 

isolado que apresenta média de 20,05% patogenicidade para D. saccharalis.  

 A Chaperonina 60 kDa também foi descrita por DelVecchio et al. (2006) e a 

relataram como uma proteína altamente expressa em Bt. Estes resultados foram 

observados na comparação dos perfis proteômicos de antígenos imunodominantes 

dos esporos de Bacillus anthracis, Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis e estes 

autores indicam a Chaperonina 60 kDa como sendo uma proteína imunogênica de 

B. anthracis também sendo descrita em B. thuringiensis, possivelmente estando 

envolvida na patogênese de Bt, porém sem observação em B. cereus. Chenau et al. 

(2013) consideram a Chaperonina 60 kDa como uma das proteínas marcadoras 

candidatas para a identificação e distinção de esporos destas três espécies de 

Bacillus. 

 Oito spots distintos foram identificadas como proteínas cristais pesticidas da 

família Cry1 na estirpe HD-1 em sua comparação com o isolado Bt.Pri 4.7. Estas 

proteínas apresentaram similaridades com Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac e Naimov, 

Dukiandjiev e De Maagd (2003) e Bravo et al. (2007), entre outros autores, relatam 

que as proteínas da família Cry1 são normalmente as mais ativas para insetos 

lepidópteros, portanto sendo um dos fatores responsáveis pelo alto grau de 

patogenicidade desta estirpe. 

 As proteínas Cry são expressas na fase de esporulação e são acumuladas na 

célula mãe em forma de inclusão cristalífera denominadas de protoxinas que são 

liberadas sempre ao final da esporulação segundo Lereclus et al. (2000). O 
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mecanismo de ação desta família de proteínas Cry é bem descrito e Sebastião et al. 

(2015) estudando a atividade destas três subclasses que proteínas Cry1, 

demonstram que as proteínas Cry1Ac é 10 vezes mais tóxica que a Cry1Ab e 30 

vezes mais tóxica que Cry1Aa para o lepidóptero Helicoverpa armigera Hübner. 

Davolos et al. (2015) também realizaram testes com as toxinas Cry1A e apontaram 

uma maior toxicidade de Cry1Ab seguida de Cry1Ac contra a D. saccharalis (Fabr.) 

um lepidóptero causador de danos em importantes culturas como a cana-de-açúcar. 

Avilla et al. (2005) ainda apontam para um maior grau de patogenicidade de 

proteínas da classe Cry1, não expressas no isolado analisado Bt.Pri 4.7, quando 

comparada a Cry2 ao menos para o lepidóptero H. Armigera. 

 Após a indentificação das proteínas por eletroforese 2D seguido de 

esperctrometria de massas, muitos autores buscam entender quais as funções por 

estas realizadas. Neste sentido, a ontologia gênica vem contribuindo para a 

identificação dos processos biológicos, quais as funções moleculares em que as 

proteínas possam estar envolvidas e também a sua localização subcelular. Em 

relação à ontologia gênica para localização subcelular, nos isolados Bt.Pri 4.7, Bt.Pri 

4.7, Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.11; como também foi verificado por Gardy (2006) em B. 

thuringiensis sorovariedade Konkukian, houve maior prevalência na identificação de 

proteínas localizadas no citoplasma, seguido de proteínas da membrana plasmática 

e proteínas extracelulares. No entanto, na estirpe padrão HD-1, proteínas de esporo 

e cristais foram as mais identificadas. Liu et al. (2012), também utilizando a ontologia 

gênica, fizeram a classificação das proteínas expressas identificadas em categorias 

funcionais para compreender como o Cu2+ pode influênciar no processo de produção 

de proteínas cristais em B. thuringiensis e a maior parte das proteínas foram 

classificadas como estando envolvidas em processos celulares e de metabolismo, 
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assim como observado em nossos resultados que também corroboram os resultados 

de Huang et al. (2012) que identificaram proteínas das fases vegetativas, de início 

de esporulação e final da esporulação. O agrupamento das proteínas identificadas 

neste estudo considerando a função revelou que a nas três fases do ciclo de Bt exite 

a prevalência de proteínas metabólicas funcionais e de participação em processos 

celulares. 

 As proteínas identificadas no presente estudo apontam para a eficiência das 

análises 2D seguida da espectrometria de massas para a identificação de fatores de 

virulência expressos por isolados de Bt. Esta ferramenta pode ser considerada como 

uma abordagem importante para a identificação de proteínas, porém como se trata 

de uma análise diferencial não considera as proteínas que não diferem 

estatisticamente em nível de expressão. Esta característica pode responder pelo não 

aparecimento das proteínas Cry2 e Cry9 nos isolados estudados, e Cry2 na estirpe 

HD-1, cujos genes foram identificados via PCR em análises anteriores. A expressão 

do gene cry1 na estirpe HD-1 pode ser o fator determinante para o grande potencial 

patogênico desta estirpe frente a lepidópteros, tendo em vista que em teoria os 

genes cry2 expressos por HD-1 e Bt.Pri4.7 não diferiram estatisticamente pela 

análise proteômica realizada. 
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5. Conclusão 

 A comparação entre os isolados com maior e menor grau de patogenicidade 

para D. saccharalis possibilitou a identificação de proteínas relacionadas com a 

atividade patogênica de Bacillus thuringiensis. 

A identificação das proteínas de isolados de B. thuringiensis abre caminho 

para novas pesquisas e para um melhor entendimento dos mecanismos de ação 

envolvidos nos processos de patogênese. 
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6. Discussão Geral 

 

 Devido o reconhecido potencial entomopatogênico o Bacillus thuringiensis é 

objeto de pesquisas em praticamente todos os países nos quais são mantidas 

coleções como fonte de genes que expressam suas proteínas inseticidas.  

 As coleções apresentam número de isolados diferenciado e estes são 

normalmente prospectados de diferentes substratos de acordo com Muleta et al. 

(2009) tais como insetos mortos, grãos armazenados e solo que é o substrado mais 

utilizado e fonte dos isolados da nosssa coleção, inicialmente composta 97 bactérias 

originários de três localdades distintas da região Nordeste. Um passo crucial pós 

isolamento de bactérias é a caracterização morfológica e para B. thuringiensis Ruiz 

Escudero et al. (2004) e Solís (2009) relatam a fácil distinção pelo contorno, 

coloração, textura entre outras caracteristicas morfológicas. As cacarterísticas 

descritas por estes e outros autores foram observadas nos isolados do presente 

estudo. 

 Outra etapa importante e principal razão para a montagem de coleções de Bt 

é prospecção dos genes que expressam proteínas inseticidas e que podem ser 

utilizados em vários processos biotecnológicos. Esta prospecção é realizada através 

da técnica de PCR com primers consolidados para as diversas classes dos genes 

conhecidos. Os genes mais comuns em isolados de Bt são os cry, reponsáveis pela 

expressão das proteínas também denominadas Cry e que são classificadas até o 

presente momento em 73 classes segundo Crickmore et al. (2014). Estas proteínas 

são expressas na fase de esporulação com a classe gênica cry1, que codificam 

proteínas ativas contra lepidópteros, sendo apontada por Rosas-García et al. (2008) 

como a mais abundante em Bt. No entanto, estes mesmos autores não detectaram 
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esta clesse em seus isolados, assim como observado no presente estudo, e 

atribuiram esta ausência a adaptações ambientais.  

 A classe de proteínas Cry2 é a segunda mais abundante, com frequência 

estimada entre 71 e 91 % segundo Mendoza et al. (2012) e Martínez e Caballero 

(2002), e assim como para os genes cry1, é variável e depedente da localização 

geográfica. A frequência de genes cry2 em isolados brasileiros é referida por Pinto e 

Fiúza (2003) em aproxidamente 2%, esta sendo considerada baixa em comparação 

ao normalmente descrito e diferenciando significativamente da frequência de 11, 

34% observada em nossos isolados. As frequências dos genes cry1 e cry2 podem 

ser superadas pela do gene cry9 como observado por Rosas-García et al (2008) e 

corroborando pelos nossos resultados que apresentaram 12,40% de frequência 

deste gene, estando portanto de acordo com os resultados de Wang et al. (2003).  

 A confirmação do portencial patogênico de isolados de Bt é normalmente 

realizada por bioensaios como os realizados por Campanini et al. (2012) que 

observaram porcentagem de toxicidade variando entre 3 e 100% para D. saccharalis 

entre isolados autóctones brasileiros; valores entre os quais está inserida a 

porcentagem de 20,05% do nosso isolado mais patogêncio para esta mesma 

espécie. Um fato importante observado em nossos testes de patogenicidade foi a 

porcentagem de aproximadamente 69,72% da estirpe HD-1 também observada por 

Gitahy et al. (2007), embora esta seja considerada uma estirpe de alta 

partogenicidade para lepidópteros. Estes valores de patogenicidade observados 

para a estirpe HD-1 podem sugerir uma modificação em nível dos receptores 

específicos das proteínas Cry nos insetos testados que levaria a um certo grau de 

ressitência na população utilizada para os ensaios. 
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 A patogenicidade de isolados de Bt não pode ser unicamente relacionada à 

presença de genes cry, pois estes também podem produzir outras classes de 

proteínas e fatores de virulência extras que também apresentam atividade inseticida. 

Entre estas proteínas inseticidas destacam-se as endotoxinas citolíticas (proteínas 

Cyt) e as vegetativas (Vip) que são sintetizadas respectivamente na fase de 

esporulação assim com as proteínas Cry, embora não apresentem homologias como 

relatado por Bravo et al. (2011); e no sobrenadante da cultura tanto na fase 

vegetativa como na fase de esporulação como descrito por Estruch et al. (1997). 

Além das proteínas Cyt e Vip existem outras toxinas produzidas por Bt e que já 

foram descobertas a exemplo da β-exotoxina, conhecida atualmente como 

huringiensina e descrita por Heimpel em 1967 e Parasporina (Mizuki et al. 2000) 

além de enterotoxinas, fosfolipases, hemolisinas e quitinases descobertas por Höfte 

e Whiteley (1989); De Maagd et al. (2001) e relacionadas a patogenicidade do Bt. 

 Para compreender os mecanismos e os fatores de virulência envolvidos na 

patogênese ocasionada pelo Bt, grupos de pesquisa passaram a investigar o 

proteoma de isolados promissores. Li et al. (2012) e Gong et al. (2012) analisaram 

isolados em diferentes fases do ciclo biológico e identificaram proteínas de 

regulação, metabolismo, formação de cristal e esporo, entre outras. No presente 

estudos, a proteômica foi utilizada para auxiliar na compreensão dos diferentes 

graus de patogenicidade observados em isolados que apresentam a mesma classe 

de genes cry e identificar proteínas que possam estar diretamente envolvidas no 

processo de patogênese. Foram identificadas em nossas análises proteínas com 

funções distintas e que estão de alguma forma envolvidas na ação patogênica do Bt 

tais como fatores de elongamento G e Tu mencionadas por DelVecchio et al. (2006) 

e Yokoyama (2010) respectivamente, como agente imunogênico e regulador da 
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síntese de proteínas relacionadas a translação; enolase apontada por Antúnez et al. 

(2011) como fator de virulência em muitos organismos, a shikimato quinase que 

segundo Liu et al. (2010) é envolvida diretamente com a produção de turingiensina 

que contribui para toxidade global de Bt; a proteína ribossomal S2 que Singh et al. 

(2010) consideram como mediador da toxicidade das proteínas Vip3A, entre outras.  

 As proteínas identificadas em Bt.Pri 4.7 e Bt.CDi 1.3, isolados mais 

patogênicos para D. saccharalis e com genes cry2 e cry9, respectivamente, e na 

estirpe padrão de alta virulência para lepidópteros HD-1, sugerem mecanismos 

diferenciados de ação entomopatogênica (Figura 10). O isolado Bt.Pri 4.7 

aparentemente utiliza pra a ação patogênica, proteínas presentes no citoplasma e 

na membrana plasmática, enquanto a HD-1, também com gene cry2, provavelmente 

utiliza proteínas de citoplasma e também as proteínas Cry sintetizadas. O isolado 

Bt.CDi 1.3, além de apresentar proteínas de membrana plasmática, citoplasma e 

envolvidas no processo de esporulação/formação de proteína Cry, possivelmente 

utiliza proteína extracelular para auxiliar no mecanismo de ação. 

 As proteínas identificadas evidenciam o potencial da análise proteômica como 

ferramenta para auxiliar na compreensão dos fatores de virulência envolvidos no 

mecanismo de patogênse de isolados de Bt e contribui para o entendimento dos 

diferentes graus de patogenicidade apresentados. 
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Figura 1: Modelo proposto para o possível mecanismo de ação dos isolados Bt.Pri 4.7, Bt.CDi 1.3 e 
da estirpe padrão HD-1. Proteínas de Bt.Pri 4.7: 1Holo‐acil‐transportador de proteína sintase; 
2Octanoil transferase; 3Sulfurtransferase tRNA; 4Fosfo‐N‐acetilmurâmico‐pentapeptídeo transferase; 
5ATP sintase subunidade α. Proteínas da estirpe HD-1: 6Proteína de cristal pesticida Cry1Aa; 
7Proteína desconhecida de 29.1 kDa da região cryB1 5'; 8Proteína de cristal pesticida Cry1Ab; 
9Proteína de cristal pesticida Cry1Ac; 10Proteína ribossomal 50S L31B; 11Fator de alongamento Tu; 
12Chaperonina 60 kDa. Proteínas de Bt.CDi 1.3: 13Proteína A do estágio IV de esporulação; 143-
desidroquinase desidratase; 15Chapenona HSP70; 161-Pirrolina-5-Carboxilato desidrogenase; 
17Subunidade α da V-ATP sintase. Figura do epitélio do intestino médio de Raymond et al., (2010), 
com modificações. 
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7. Conclusões Gerais 

 

1.  As metodologias aplicadas para o isolamento e a caracterização foram 

eficientes para montagem da coleções de Bacillus thuringiensis. 

2. A prospecção de genes cry nos 97 isolados que compõem a coleção revelou 

a presença dos genes cry2 e cry9 em 11,34% e 12,37% dos isolados, 

respectivamente. 

3. Os isolados portadores dos genes cry2 e cry9 apresentam patogenicidade 

entre 3,47 e 20,05% para D. saccharalis e podem ser promissores no 

combate de outras espécies de insetos das ordens Diptera e Lepidoptera. 

4. A comparação proteômica diferencial de isolados portadores de genes cry2 e 

cry9 com maior e menor grau de patogenicidade para D. saccharalis propiciou 

a identificação de proteínas relacionadas com a atividade patogênica de 

Bacillus thuringiensis abrindo novas perspectivas para o entendimento dos 

mecanismos de ação envolvidos nos processos de patogênese desta 

bactéria. 
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Tabela 1: Características morfofisiológicas dos isolados de amostras de solos 48h após 
plaqueamento em meio Valicente e Barreto (2003). 

Isolados AC(h)
1 

T(mm)
2 

FC
3 

CC
4 

T
5 

C
6 

EL
7 

CON
8 

Bt.CDi 1.1 <48 4,24 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.2 <48 7,11 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.3 <48 4,95 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.4 <48 3,55 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.5 <48 5,77 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.6 <48 4,54 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.7 <48 4,57 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.8 <48 3,51 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.9 <48 4,28 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.10 <48 4,03 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.11 <48 3,56 C I O B P LC 

Bt.CDi 2.1 <48 15,35 C I O B P LC 

Bt.CDi 2.2 <48 11,16 C I O B P LC 

Bt.CDi 2.3 <48 8,41 C I O B P LC 

Bt.CDi 2.4 <48 11,37 C I O B P LC 

Bt.CDi 4.1 <48 14,12 C I O B P LC 

Bt.CDi 4.2 <48 8,59 C I O B P LC 

Bt.CDi 4.3 <48 4,95 C I O B P LC 

Bt.CDi 4.4 <48 10,38 C I O B P LC 

Bt.CDi 4.5 <48 5,52 ND I O B P LC 

Bt.CDi 4.6 <48 5,37 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.1 10-1 <48 8,07 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.2 10-1 <48 13,08 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.3 10-1 <48 2,66 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.4 10-1 <48 8,82 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.5 10-1 <48 7,25 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.6 10-1 <48 2,84 C I O B P LC 

Bt.CDi 1.7 10-1 <48 9,65 ND I O B P LC 

Bt.Bre <48 4,54 C I O B P LC 

Bt.Lab 1 <48 4,09 C I O B P LC 

Bt.Lab 2 <48 5,00 C I O B P LC 

1Aparecimento da colônia: < 48h; 2tamanho; 3forma da colônia (C: circular, ND: não definida); 4contorno 
da colônia (R: regular, I: irregular); 5transparência (O: opaca; T: transparente, Trans: translúcida); 6cor (B: 
branco acinzentado, I: indeterminado); 7elevação (P:Plana, A: achatada, C: cúpula); 8consistência (LC: 
ligeiramente consistente, C: consistente). 
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Tabela 2: Características morfofisiológicas dos isolados de amostras de solos 24h após plaqueamento 
em meio Valicente e Barreto (2003). 

Isolados AC(h)
1 

T(mm)
2 

FC
3 

CC
4 

T
5 

C
6 

EL
7 

CON
8 

Bt.Pri 1.1 <24 3,30 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.2 <24 3,28 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.3 <24 3,07 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.4 <24 3,16 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.5 <24 2,31 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.6 <24 3,27 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.7 <24 4,27 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.8 <24 3,52 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.9 <24 5,34 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.10 <24 3,69 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.11 <24 3,39 C I O B P LC 

Bt.Pri 1.12 <24 2,77 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.1 <24 3,32 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.2 <24 3,79 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.3 <24 3,69 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.4 <24 2,36 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.5 <24 2,35 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.6 <24 2,67 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.7 <24 2,79 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.8 <24 2,90 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.9 <24 4,01 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.10 <24 2,51 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.11 <24 4,14 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.12 <24 1,90 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.13 <24 2,33 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.14 <24 2,29 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.15 <24 3,13 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.16 <24 1,67 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.17 <24 1,68 C I O B P LC 

Bt.Pri 2.18 <24 1,75 C I O B P LC 

Bt.Pri 3.1 <24 3,09 C I O B P LC 

1Aparecimento da colônia: < 48h; 2tamanho; 3forma da colônia (C: circular, ND: não definida); 4contorno 
da colônia (R: regular, I: irregular); 5transparência (O: opaca; T: transparente, Trans: translúcida); 6cor (B: 
branco acinzentado, I: indeterminado); 7elevação (P:Plana, A: achatada, C: cúpula); 8consistência (LC: 
ligeiramente consistente, C: consistente). 
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Tabela 3: Características morfofisiológicas do isolados de amostras de solos 24h após plaqueamento 
em meio Valicente e Barreto (2003). 

Isolados AC(h)1 T(mm)2 FC3 CC4 T5 C6 EL7 CON8 

Bt.Pri 3.3 <24 3,46 C I O B P LC 

Bt.Pri 3.5 <24 4,60 C I O B P LC 

Bt.Pri 3.6 <24 3,60 C I O B P LC 

Bt.Pri 3.8 <24 4,48 ND I O B P LC 

Bt.Pri 3.9 <24 2,90 ND I O B P LC 

Bt.Pri 4.1 <24 4,27 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.2 <24 1,82 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.3 <24 2,24 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.4 <24 3,19 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.5 <24 2,47 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.6 <24 3,25 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.7 <24 2,48 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.8 <24 1,90 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.9 <24 3,38 ND I O B P LC 

Bt.Pri 4.10 <24 2,76 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.11 <24 3,83 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.12 <24 3,30 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.13 <24 1,76 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.14 <24 3,11 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.15 <24 2,58 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.16 <24 2,07 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.17 <24 2,57 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.18 <24 1,92 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.19 <24 2,96 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.20 <24 2,42 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.21 <24 2,33 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.22 <24 2,16 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.23 <24 2,53 ND I O B P LC 

Bt.Pri 4.24 <24 3,70 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.25 <24 2,76 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.26 <24 2,48 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.27 <24 3,01 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.28 <24 2,87 C I O B P LC 
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Bt.Pri 4.29 <24 2,82 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.30 <24 2,11 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.31 <24 4,73 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.32 <24 4,00 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.33 <24 3,20 C I O B P LC 

Bt.Pri 4.34 <24 3,11 ND I O B P LC 

1Aparecimento da colônia: < 48h; 2tamanho; 3forma da colônia (C: circular, ND: não definida); 4contorno 
da colônia (R: regular, I: irregular); 5transparência (O: opaca; T: transparente, Trans: translúcida); 6cor (B: 
branco acinzentado, I: indeterminado); 7elevação (P:Plana, A: achatada, C: cúpula); 8consistência (LC: 
ligeiramente consistente, C: consistente). 
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Metodologia 

 Para esta etapa de caracterização genética pela técnica de PCR foram 

utilizados os primers Cry3, Cry7/8, Vip3A, Cyt1 e Cyt2 (Tabela 1). As reações de 

amplificação e análise dos produtos finais foram realizadas conforme mencionado no 

Capítulo 1. A estirpe selvagem de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki (HD-1) e Bt 

israelenses foram utilizadas como controles positivos para vip3A e demais 

iniciadores, respectivamente. 

 

Tabela 1: Primers utilizados para amplificação gênica. 

Gene Primers Sequência 
Fragmento 

estimado (pb) 
Ta (

o
C) Referência 

cry3 Cry3(+) 5’- CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC -3’  51  

 Cry3(-) 5’- CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT -3’ 620 kb  Ben-Dov et 

al. (1997) 
cry7 e 

8 

Cry7/8II(+) 5’- AAGCAGTGAATGCCTTGTTTAC -3'  48  

 Cry7/8(-) 5’- CTTCTAAACCTTGACTACTT -3’ 376 kb  Ben-Dov et 

al. (1997).) 
cryVip3

A 

Vip3A(+) 5’- CCTCTATGTTGAGTGATGTA-3’  48  

 Vip3A(-) 5’- CTATACTCCGCTTCACTTGA -3’ 1000 k  Jain et al. 
(2012) 

cyt1 Cyt1(+) 5’- AACCCCTCAATCAACAGCAAGG -3’    

 Cyt1(-) 5’- GGTACACAATACATAACGCCACC -3’ 525 kb 55 Jain et al. 
(2012) 

cyt2 Cyt2(+) 5’- AATACATTTCAAGGAGCTA -3’    

 Cyt2(-) 5’- TTTCATTTTAACTTCATATC -3’ 469 45 Jain et al. 
(2012) 

Ta(oC) = Temperatura de anelamento; pb = pares de base 

Resultado 

 A caracterização genética revelou apenas três isolados contendo amplicons 

esperados para os genes cry3, cyt1 e vip3A (tabela 2) que espressão para proteínas 

que apresentam atividade Coleoptera, Diptera e Lepidoptera específica, 

respectivamente. Desta forma, pode-se afirmar que dentre 103 isolados de Bt, há 
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0,98% de frequência para cada gene amplificado. Não houve amplificações para os 

primers Cry7/8 e Cyt2 entre os isolados.  

 O gene vip fora detectado somente em um isolado pertencente à Chapada 

Diamantina na Bahia, diferentemente das duas classes gênicas cry e cyt, que foram 

detectadas em isolados retirados de solos de Pernambuco.  

 O peso molecular dos amplicons demonstrou variação para os amplificados 

em cry3, cyt1 e vip3A que apresentam os seguintes valores estimados: 620pb, 522-

525pb e 1000pb respectivamente (Figura 1). 

Tabela 2: Perfil genético dos amplificados. 

 
Isolados cry7 e 8 cry3 cyt1 vip3A cyt2 

Bt.CDi 5 - - - + - 
Bt.P 1.2 - - + - - 
Bt.Pri 3.5 - + - - - 
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Figura 1: Amplificações dos genes cry3, cyt1 e vip3A. a. Gene cry3 amplificado no 
isolado Bt.Pri 3.5; b. Amplificação do gene cyt1 em Bt.Pri 1.2; c. Gene vip3A 
amplificado em Bt.CDi 5 onde foi utilizado como controle positivo a cepa HD-1. As 
setas apontam para as amplificações obtidas. M = Marcador molecular ladder 1kB 
da Invitrogen 
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1. Ontologia Gênica 

1.1 Processo Biológico 

 A ferramenta Blast2GO através dos termos GO para processos biológicos 

revelou que as categorias das proteínas dos isolados Bt.CDi 1.3 e Bt.CDi 1.11 

(ambos cry9) mais representativas foram as que estão envolvidas em processos de 

metabolismo primário (15%) e substância orgânica de processo metabólico (15%); 

metabolismo primário (19%) e processo metabólico celular (19%), respectivamente. 

E entre as que apresentam menor representatividade estão às envolvidas em 

processos de organização de parede celular, biogênese e processo catabólico. 

 Na distribuição entre os termos GO para o isolado Bt.Pri 4.7 e a estirpe HD-1 

(portadores de genes cry2), destacaram-se as categorias de processo metabólico 

celular, substância orgânica de processo metabólico e processo biossintético, todas 

apresentando distribuição de 13% no isolado Bt.Pri 4.7. Na estirpe HD-1 foi 

observada uma distribuição mais uniforme das categorias de processo biológico, 

com o envolvimento em patogênese apresentando 9% de distribuição. Em HD-1 

também foi observado uma distribuição das proteínas em processos metabólicos 

celular (11%), processos metabólicos primários (11%) e categoria de resposta a 

estresse (9%), entre outras. Entre as que foram menos representativas, estão as 

proteínas com funções de processo catabólico (2%) nas proteínas de Bt.Pri 4.7 e 

processo metabólico com 3% distribuição em HD-1. 

 Nos isolados Bt.Pri 4.7 e Bt.Pri 4.29 (ambos cry2) os termos GO foram 

distribuídos em processos de metabolismo celular, metabolismo de substância 

orgânica e processo metabólico primário, todas apresentando distribuição de 15% 

no isolado Bt.Pri 4.29. Em Bt.Pri 4.7, as maiores distribuições observadas foram para 

processo metabólico celular e processo metabólico de substância orgânica, ambas 
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com 11%. Entre as menores distribuições estão novamente processo metabólico 

(em Bt.Pri 4.7) e desenvolvimento de estrutura anatômica (em Bt.Pri 4.29) com 4 e 

1% respectivamente. 

 A distribuição completa dos termos GO das proteínas para processo biológico 

dos nossos isolados e também da estirpe HD-1 pode ser observada em detalhes nas 

Figuras 1,2 e 3. 
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A 1 ‐ Processo catabólico 

2 ‐ Macromolécula de localização

3 ‐ Processo biossintético 

4 ‐ Organização da parede celular ou biogênese 

5 ‐ Processo metabólico celular    

6 ‐ Organização de componente celular 

7 ‐ Resposta a estímulo abiótico 

8 ‐ Processo de desenvolvimento único do organismo

9 ‐ Substância orgânica de processo metabólico

10 ‐ Processo metabólico primário

11 ‐ Estabelecimento de localização

12 ‐ Biogênese de componente celular

13 ‐ Regulação do processo biológico

14 ‐ Resposta a estresse

15 ‐ Processo biossintético

16 ‐ Localização único organismo

17 ‐ Processo metabólico de composto de nitrogênio

18 ‐ Processo celular único organismo

19 ‐ Desenvolvimento de estrutura anatômica

5%

5%

14%

19%

14%

5%

19%

19%

B

1 ‐ Processo catabólico 

2 ‐ Processo metabólico único organismo

3 ‐ Processo biossintético 

4 ‐ Processo metabólico celular

5 ‐ Processo metabólico de composto de nitrogênio     

6 ‐ Processo celular único organismo 

7 ‐ Processo metabólico primário 

8 ‐ Substância orgânica de processo metabólico

Figura 1: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) de isolados de Bacillus thuringiensis 
após 48 horas de crescimento em meio TY. Os números observados nos setores dos gráficos são 
identificadores das categorias de processo biológico assim como a legenda de cores disponível para 
cada categoria de GO. A: Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas no 
isolado Bt.CDi 1.3; B: Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas no isolado 
Bt.CDi 1.11. 
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A 1 ‐ Processo catabólico 

2 ‐ Processo metabólico único organismo

3 ‐ Organização da parede celular ou biogênese

4 ‐ Processo metabólico celular

5 ‐ Organização de componente celular

6 ‐ Regulação da qualidade biológica

7 ‐ Processo de desenvolvimento de um único organismo

8 ‐ Substância orgânica de processo metabólico

9 ‐ Processo metabólico primário

10 ‐ Estabelecimento de localização

11 ‐ Biogênese de componente celular

12 ‐ Regulação do processo biológico

13 ‐ Processo biossintético

14 ‐ Localização único organismo 

15 ‐ Processo metabólico de composto nitrogênio

16 ‐ Processo celular único organismo

17 ‐ Desenvolvimento de estrutura anatômica

9%

3%

9%

8%

11%

8%

11%

8%

11%

11%

8%

3%

B

1 ‐ Patogênese 

2 ‐ Processo metabólico único organismo 

3 ‐ Resposta a estresse 

4 ‐ Processo biossintético

5 ‐ Processo metabólico celular 

6 ‐ Processo metabólico de composto de nitrogênio 

7 ‐ Processo celular único organismo 

8 ‐ Processo de desenvolvimento único organismo

9 ‐ Processo metabólico de substância orgânica 

10 ‐ Processo metabólico primário 

11 ‐ Desenvolvimento de estrutura anatômica

12 ‐ Estabelecimento de localização

Figura 2: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) de isolados de Bacillus thuringiensis 
após 48 horas de crescimento em meio TY. Os números observados nos setores dos gráficos são 
identificadores das categorias de processo biológico assim como a legenda de cores disponível para 
cada categoria de GO. A: Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas no 
isolado Bt.Pri 4.7; B: Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas na estirpe 
HD-1. 
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1 ‐ Processo metabólico único organismo 

2 ‐ Organização da parede celular ou biogênese

3 ‐ Processo metabólico celular 

4 ‐ Componente de organização celular

5 ‐ Regulação da qualidade biológica 

6 ‐ Processo de desenvolvimento de único organismo

7 ‐ Processo metabólico de substância orgânica 

8 ‐ Processo metabólico primário 

9 ‐ Estabelecimento de localização

10 ‐ Biogênese de componente celular 

11 ‐ Regulação de processo biológico

12 ‐ Processo biossintético

13 ‐ Localização de único organismo

14 ‐ Processo metabólico de composto de nitrogênio 

15 ‐ Processo celular único organismo 

16 ‐ Estrutura anatômica de desenvolvimento 
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15%

15%
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B

1 ‐ Processo catabólico 

2 ‐ Processo metabólico de um único organismo 

3 ‐ Processo metabólico celular

4 ‐ Organização de componente celular 

5 ‐ Regulação da qualidade biológica 

6 ‐ Processo de desenvolvimento de um único organismo

7 ‐ Processo metabólico de substância orgânica 

8 ‐ Processo metabólico primário 

9 ‐ Estabelecimento de localização

10 ‐ Biogênese componente celular 

11 ‐ Regulação de processo biológico

12 ‐ Resposta a estresse 

13 ‐ Processo biossintético 

14 ‐ Localização de único organismo

15 ‐ Processo metabólico composto de nitrogênio

16 ‐ Processo celular de único organismo

17 ‐ Resposta a estímulo externo

18 ‐ Desenvolvimento de estrutura anatômica 

19 ‐ Resposta celular a estímulos 

 

Figura 3: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) de isolados de Bacillus thuringiensis 
após 48 horas de crescimento em meio TY. Os números observados nos setores dos gráficos são 
identificadores das categorias de processo biológico assim como a legenda de cores disponível para 
cada categoria de GO. A: Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas no 
isolado Bt.Pri 4.7; B: Ontologia gênica para processo biológico das proteínas identificadas no isolado 
Bt.Pri 4.29. 
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1.2 Função Molecular 

 

 Os termos de GO para função molecular identificou proteínas envolvidas em 

diversas funções biológicas e com distribuição variada em cada um dos isolados 

analisados e também na estirpe HD-1. Entre as funções de maior distribuição estão 

as de íons de ligação, ligação a proteínas, atividade de transferase, entre outras. As 

funções moleculares reveladas pelos termos GO dos isolados Bt.Pri 4.7, Bt. Pri 4.29, 

Bt.CDi 1.3, Bt.CDi 1.11 e da estirpe HD-1 podem ser observadas com maior detalhe 

de distribuição nas Figuras 4, 5 e 6. 
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A 1 ‐ Molécula pequena de ligação

2 ‐ Composto orgânico cíclico obrigatório

3 ‐ Íons de ligação 

4 ‐ Derivado de carboidratos obrigatórios

5 ‐ Atividade de transportador transmembranar

6 ‐ Composto heterocíclico obrigatório

7 ‐ Atividade de hidrolase

8  ‐ Atividade de liase

9 ‐ Composto heterocíclico obrigatório

10 ‐ Atividade de isomerase

11 ‐ Atividade específica de transportador de substrato 

12 ‐ Atividade de oxidoredutase

13 ‐ Ligação à proteína
 

12%
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12%

13%
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19%
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B 1 ‐ Molécula pequena de ligação

2 ‐ Composto orgânico de cíclico obrigatório

3 ‐ Íons de ligação 

4 ‐ Derivado de carboidratos obrigatórios

5 ‐ Atividade de hidrolase

6 ‐ Composto heterocíclico obrigatório

7 ‐ Atividade de isomerase

8 ‐ Componente estrutural de ribossomo

 
 
Figura 4: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) para função molecular de 
isolados de Bacillus thuringiensis após 48 horas de crescimento em meio TY. Os números 
observados nos setores dos gráficos são identificadores das categorias de função molecular 
assim como a legenda de cores disponível para cada categoria de GO. A: Ontologia gênica 
para função molecular das proteínas identificadas no isolado Bt.CDi 1.3; B: Ontologia gênica 
para função molecular das proteínas identificadas no isolado Bt.CDi 1.11. 
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A
1 ‐ Pequena molécula de ligação 

2 ‐ Composto cíclico de ligação orgânica

3 ‐ Ions de ligação

4 ‐ Atividade de transferase 

5 ‐ Derivado de hidratos de carbono de ligação 

6 ‐ Atividade de transporte transmembranar 

7 ‐ Atividade de hidrolase 

8 ‐ Composto heterocíclico de ligação

9 ‐ Atividade de ligase 

10 ‐ Atividade específica de transportador de substrato

11 ‐ Atividade de oxidoredutase

12 ‐ Aglomerado de ligação a metal 
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B

1 ‐ Pequena molécula de ligação 

2 ‐ Íons de ligação

3 ‐ Atividade de transportador transmembranar 

4 ‐ Atividade de hidrolase 

5 ‐ Atividade específica de transportador de substrato

6 ‐ Proteínas de ligação

7 ‐ Componente estrutural do ribossomo

 
Figura 5: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) para função molecular de isolados 
de Bacillus thuringiensis após 48 horas de crescimento em meio TY. Os números observados nos 
setores dos gráficos são identificadores das categorias de função molecular assim como a legenda 
de cores disponível para cada categoria de GO. A: Ontologia gênica para função molecular das 
proteínas identificadas no isolado Bt.CDi 4.7; B: Ontologia gênica para função molecular das 
proteínas identificadas na estirpe HD-1. 
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1 ‐ Molécula pequena de ligação 

2 ‐ Composto cíclico orgânico de ligação 
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7 ‐ Atividade de hydrolase 
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1 ‐ Atividade de transferase 

2 ‐ Atividade de transportador transmembranar

3 ‐ Cofator vinculativo 

4 ‐ Composto heterocíclico de ligação 

5 ‐ Ligação à proteínas 

6 ‐ Pequena molécula de ligação 

7 ‐ Composto orgânico cíclico obrigatório 

8 ‐ Íons de ligação

9 ‐ Derivado de hidratos de carbono de ligação 

10 ‐ Atividade de hydrolase 

11‐ Atividade de lyase 

12 ‐ Atividade de ligase 

13 ‐ Atividade específica do substrato transportador 
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15 ‐ Aglomerado de ligação a metal 

16 ‐ Componente estrutural de ribossomo
 

 
Figura 6: Distribuição das categorias de ontologia gênica (GO) para função molecular de 
isolados de Bacillus thuringiensis após 48 horas de crescimento em meio TY. Os números 
observados nos setores dos gráficos são identificadores das categorias de função molecular 
assim como a legenda de cores disponível para cada categoria de GO. A: Ontologia gênica 
para função molecular das proteínas identificadas no isolado Bt.Pri 4.7; B: Ontologia gênica 
para função molecular das proteínas identificadas no isolado Bt.Pri 4.29. 
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