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CLONAGEM E EXPRESSÃO DE UM GENE vip3A DE UMA ESTIRPE DE Bacillus thuringiensis TÓXICA PARA LEPIDÓPTEROS-PRAGA
Resumo
Algumas estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) produzem proteínas inseticidas denominadas Vip (“Vegetative Insecticidal Protein”) durante as fases de crescimento vegetativa e de esporulação, que são secretadas no sobrenadante da cultura. A proteína Vip3A tem um amplo espectro de ação contra insetos lepidópteros, incluindo espécies menos sensíveis às (-endotoxinas (proteínas Cry e Cyt). Genes com alto grau de identidade com vip3A genes foram detectados em estirpes de Bt com atividade para lepidópteros, pertencentes à Coleção de Bactérias Patogênicas a Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As proteínas vegetativas secretadas por duas estirpes (S234 e S711) mostraram atividade significativa contra larvas de 2º estágio de Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho do milho). No presente trabalho, o gene tipo-vip3A da estirpe S711, selecionado por sua sequência e atividade tóxica das proteínas do sobrenadante, foi amplificado por PCR, clonado em pGEM-T Easy, amplificado em Escherichia coli e sequenciado. A sequência codante do gene (cds) possui 2.370 nucleotídeos, a qual é traduzida em uma proteína de 790 resíduos de aminoácidos. Análise por Blastx mostrou elevado nível de identidade da seqüência de aminoácidos (até 95%) com proteínas Vip3A de estirpes de Bt depositadas no GenBank. O gene foi subclonado em vetor de expressão em células de E. coli e Bt. A proteína expressa foi analisada através de SDS-PAGE, mostrando tamanho próximo ao da proteína Vip3A (88,5 kDa). Em bioensaios contra Anticarsia gemmatalis, esta proteína não mostrou atividade. 
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Abstract

CLONING AND EXPRESSION OF A vip3A GENE FROM A Bacillus thuringiensis STRAIN TOXIC TO LEPIDOPTERAN PESTS

Some Bacillus thuringiensis (Bt) strains produce insecticidal proteins named Vip (Vegetative insecticidal proteins) during the vegetative and sporulation phases of growth which are secreted in the culture supernant. The Vip3A protein has a broad activity spectrum against lepidopteran insects, including species that are less sensitive to  Cry toxins (Cry and Cyt proteins). Genes with high identity levels with vip3A genes have been detected in lepidopteran active Bt strains that belong to the Embrapa Genetic Resources and Biotechnology Bacillus Collection. The vegetative proteins secreted by two strains (S234 e S711) showed significant activity against Spodoptera frugiperda (Fall armyworm) 2nd instar larvae. On the current work, the vip3A-like gene from the strain S711, chosen for its sequence and activity of its protein supernatant, was PCR amplified, cloned in pGEM-T Easy vector, amplified in Escherichia coli and sequenced. The gene open reading frame (ORF) is 2,370 bp long and it codes for a protein with 790 amino acids residues. Blast analysis showed high level of amino acid identity (up to 95%) with Bt Vip3A proteins present in the GenBank database. The gene was subcloned in an expression vector for E. coli and Bt cells. The expressed protein was analysed by SDS-PAGE and showed a size close to Vip3A proteins (88,5 kDa). In bioassays against Anticarsia gemmatalis, the protein showed no activity.
1. Introdução
Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de ampla distribuição geográfica que tem sido usada há décadas no controle de insetos-praga agrícolas e vetores de doenças humanas (RANG et al., 2005). As (-endotoxinas (proteínas Cry e Cyt) de Bt que formam cristais nas células durante a esporulação são as principais responsáveis pela sua toxicidade para insetos e outros invertebrados (SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2007). Além destas proteínas, algumas estirpes de Bt produzem proteínas inseticidas vegetativas (Vip) durante as fases de crescimento vegetativa e de esporulação, as quais não têm homologia estrutural com as proteínas Cry e são secretadas no sobrenadante da cultura. (ESTRUCH et al., 1996; BARRETO et al., 1999; RANG et al., 2005).

A proteína Vip3A tem massa de aproximadamente 88,5 kDa e atividade contra um amplo espectro de insetos lepidópteros, incluindo Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, S. frugiperda, Heliothis virescens, e Helicoverpa zea, alguns dos quais são menos sensíveis às (-endotoxinas (ESTRUCH et al., 1996; YU et al., 1997). Vip3A tem modo de ação semelhante às proteínas Cry, ou seja, a toxina ativada se liga a células do epitélio do intestino médio de insetos susceptíveis e forma poros na membrana, causando lise celular e subsequente morte do inseto (YU et al., 1997), diferindo apenas em alguns aspectos (LEE et al., 2003). Diversos trabalhos demonstraram propriedades distintas de ligação das proteínas Vip3A e Cry1Ab a receptores do intestino de Manduca sexta (LEE et al., 2003), de Vip3A, Cry1Ac e Cry2Ab2 a receptores de H. virescens e H. zea (LEE et al., 2006; JACKSON et al., 2007) e de Vip3Aa e Vip3Af em relação a Cry1Ab e Cry1Fa a receptores de S. frugiperda (SENA et al., 2009), indicando um potencial muito baixo de resistência cruzada entre Vip3A e proteínas Cry. Portanto, estas toxinas podem ser usadas em conjunto ou rotação, em estratégias efetivas de controle de pragas e de manejo de resistência (JACKSON et al., 2007). 

No Brasil, pesquisas com toxinas Vip3 estão apenas começando. Em um trabalho anterior, 31 estirpes de Bt tóxicas para a lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta do cartucho-do-milho, S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), pertencentes à Coleção de Bactérias Patogênicas a Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram investigadas quanto à presença de genes e proteínas Vip3. Dentre estas, oito estirpes possuíam o gene vip3A e as proteínas extraídas do sobrenadante foram avaliadas em bioensaios contra lepidópteros (SILVA-WERNECK et al., 2008). Duas estirpes apresentaram atividade moderada contra S. frugiperda e uma delas (S711) foi selecionada para estudos do gene vip3A. Os objetivos do presente trabalho foram a clonagem e expressão homóloga e heteróloga do gene vip3A da estirpe S711 e a caracterização da proteína expressa.

2. Material e métodos

Estirpes e condições de cultivo
A estirpe S711 de B. thuringiensis foi isolada no Laboratório de Bactérias Entomopatogênicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e está armazenada na Coleção de Bactérias Patogênicas a Invertebrados desta instituição (MONNERAT et al., 2001). A estirpe-padrão para vip3A, B. thuringiensis subesp. tolworthi HD-125, foi gentilmente cedida pelo Dr. FernandoValicente, da Embrapa Milho e Sorgo. As estirpes de Bt foram cultivadas em meio NYSM (YOUSTEN, 1984), a 28ºC, com agitação a 200 rpm, ou em placas de LB-ágar (SAMBROOK e RUSSELL, 2001) ou NYSM-ágar a 30 ºC, por 15-16 h. A estirpe de Escherichia coli XL10-gold (Stratagene) foi usada para clonagem e expressão do gene vip3A. Os clones transformados foram selecionados e cultivados em LB-ágar e LB, respectivamente, contendo ampicilina (100 μg/ml), a 37 ºC, 200 rpm, por 14-16 h. A estirpe de Bt acristalífera, Bti IPS78/11 (WARD e ELLAR, 1983), curada para o plasmídeo contendo genes cry, foi gentilmente cedida pelo Prof. David Ellar (Department of Biochemistry, University of Cambridge, Reino Unido). Após transformação, o clone de Bti IPS78/11 contendo o plasmídeo com o gene vip3A foi selecionado em LB-ágar com cloranfenicol (6 μg/ml) e cultivado em NYSM com cloranfenicol (6 μg/ml).

Vetores
O vetor pGEM®-T Easy (Promega) foi usado para clonagem do gene vip3A amplificado por PCR, de acordo com as instruções do fabricante. 

O vetor binário para expressão em E. coli e Bt - pSVP27A (CRICKMORE e ELLAR, 1992) foi gentilmente cedido pelo Prof. David Ellar (Department of Biochemistry, University of Cambridge, Reino Unido).

Extração de DNA de Bt
O DNA total de Bt S711 foi extraído usando metodologia adaptada de Pospiech & Neumann (POSPIESCH e NEUMANN, 1995). Uma colônia isolada da estirpe foi inoculada em 30 ml de meio LB e cultivada a 28 ºC, 200 rpm, por 16 h. As células foram coletadas por centrifugação a 4.000 rpm (centrífuga Jouan BR4i, rotor AB-5010-A), por 5 min, a 20 ºC e ressuspendidas em 5 ml de tampão SET (NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 7,5) contendo lisozima (1 mg/ml) e incubadas a 37 ºC, 180 rpm, por 2 h. Foram adicionados 0,1 volume (0,5 ml) de SDS 10% e 0,7 mg/ml de proteinase K e incubou-se a suspensão a 55 ºC, com mistura ocasional por inversão. Foram adicionados 1/3 do volume (1,9 ml) de NaCl 5M e um volume (5,8 ml) de clorofórmio e a mistura foi incubada por 30 min à temperatura ambiente. Após centrifugação a 4.400 rpm, por 10 min a 20 ºC, a fase aquosa (aproximadamente 7 ml) foi transferida para tubo Falcon de 15 ml. O DNA foi precipitado pela adição de 1 volume de isopropanol, seguido de várias inversões suaves. O DNA foi coletado com uma alça de vidro, transferido para um microtubo e lavado em etanol 70%, por centrifugação a 14.000 rpm, por 10 min. O sedimento foi secado ao ar e, em seguida, ressuspenso em 500 µl de dH2O e 0,5 µg de RNaseA (Sigma). A concentração de DNA foi estimada em espectrofotômetro (Nanodrop) e a preparação armazenada a – 20 ºC.

PCR
Foram desenhados oligonucleotídeos para amplificação da sequência codante do gene tipo-vip3A e parte das regiões a montante (“upstream”) e a jusante (“downstream”) ao gene baseados na seqüência de vip3Aa (GenBank acesso n. L48811). O gene vip3A foi amplificado a partir do DNA total de Bt S711, usando os oligonucleotídeos CDSvip3A1 (F) (5΄ GGTCGACATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGCACAAGAGCC 3΄), contendo um sítio de restrição para SalI (em destaque), e CDSvip3A1 (R) (5΄ CGCATGCTTACTTAATAGAGACATCGTAAAAATGTACAATAGGACC 3΄), contendo um sítio de restrição para SphI (em destaque). O gene vip3A de Bt S711 contendo 93 nucleotídeos da região flanqueadora a montante e 77 nucleotídeos da região a jusante também foi amplificado usando os oligonucleotídeos Upvip3A1 (F) (5΄ GTTATGAGTGGATCCTAATCAGTAATTACCAATAAAGAATTAAG 3΄), contendo um sítio de restrição para BamHI (em destaque),  e Downvip3A1 (R) (5΄ CAAAATTGGCATGCTCCATAATCAAGGACATTATACAAGAATTAGC 3’), contendo um sítio de restrição para SphI (em destaque). Foram adicionados 3 μl do DNA de S711 (~ 100 ng) ao tampão de GoTaq DNA Polimerase 1x, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 µM de cada oligonucleotídeo, 5 U de GoTaq DNA Polimerase (Promega), e H2O em um volume final de 50 μl. As reações foram realizadas em termociclador Bioneer, modelo “My Genie 96”, com as seguintes condições gerais para o par de oligonucleotídeos CDSvip3A1 (F)/(R): desnaturação inicial a 95ºC por 2 min., seguida de 30 ciclos a 95ºC por 1 min., 57ºC por 1 min., 72ºC por 2,5 min., e extensão final a 72ºC por 5 min. Para o par de oligonucleotídeos Upvip3A1 (F)/Downvip3A1 (R) as condições foram as mesmas, exceto pela temperatura de anelamento que foi de 51 ºC. Uma amostra de 10 μl de cada produto foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%, o qual foi corado com brometo de etídeo. Os fragmentos de PCR do tamanho esperado foram visualizados sob luz UV de longo comprimento de onda e cortados do gel. O DNA foi eluído usando o “kit Wizard SV gel and PCR clean-up system” (Promega), segundo recomendações do fabricante.
Clonagem
O produto de PCR do DNA plasmidial da estirpe S711 com os oligonucleotídeos CDSvip3A1 (F) e CDSvip3A1 (R), contendo o gene vip3A, foi ligado ao vetor pGEM-T Easy, usando o “kit pGEM-T Easy Vector System I” (Promega), conforme recomendações do fabricante, com taxa molecular de 4:1 (inserto: vetor), a 4 °C, por 16 h. Células quimicamente competentes de E. coli XL-10 gold foram transformadas com 5 μl da construção pGEMvip711 pelo método de choque térmico (SAMBROOK et al., 2001). As células foram plaqueadas em LB-ágar contendo 100 μg/ml de ampicilina, 100 μl de IPTG 100 mM e 20 μl de X-gal (50 mg/ml), e incubadas a 37 °C, por 16 h. O DNA dos clones selecionados foi purificado usando o kit “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega), de acordo com as recomendações do fabricante. A presença do gene foi confirmada por PCR com os oligonucleotídeos Vip3-F e Vip3-R (ESPINASSE et al., 2003) e digestão com as enzimas de restrição SalI + SphI, PstI e HindIII. Para subclonagem, o DNA plasmidial do clone selecionado foi purificado e digerido com as enzimas de restrição Sal I e Sph I (Promega). O DNA do fragmento de digestão de aproximadamente 2,4 kb correspondente ao gene vip3A foi eluído do gel de agarose 0,8%, usando o “Wizard SV gel and PCR clean-up system” (Promega). Este DNA foi ligado ao vetor pSVP27A, previamente digerido com Sal I e Sph I, originando o plasmídeo pSVPvip711, que foi usado para transformar E. coli XL-10 gold. A presença da construção contendo o gene foi confirmada por PCR com os oligonucleotídeos Vip3-F e Vip3-R e digestão do DNA plasmidial com as enzimas de restrição SalI + SphI, PstI e HindIII. O produto de PCR do DNA plasmidial da estirpe S711 com os oligonucleotídeos Upvip3A1 (F) e Downvip3A1 (R), contendo o gene vip3A e as regiões flanqueadoras a montante e a jusante, foi clonado no vetor pGEM-T Easy em E. coli XL-10 gold, como descrito acima, dando origem ao plasmídeo pGEMup711. A presença da construção contendo o gene foi confirmada através de PCR com os oligonucleotídeos Vip3-F e Vip3-R e digestões com as enzimas de restrição BamHI + SphI, PstI e HindIII. O DNA plasmidial do clone selecionado foi extraído e suas regiões flanqueadoras e codantes 5´ e 3´ foram sequenciadas.

Sequenciamento de DNA
Os DNAs plasmidiais dos clones de E. coli contendo a construção pGEMvip711 e pGEMup711 foram purificados. As sequências dos DNAs foram obtidas em sequenciador ABI 3130 XL (Applied Biosystems), inicialmente usando os oligonucleotídeos universais SP6 e T7 e, em seguida, oligonucleotídeos desenhados à medida em que as sequências eram obtidas. As sequências foram analisadas quanto à qualidade usando o programa Phred (http://www.bioinformatica.ucb.br/electro.htm). A sequência consenso foi obtida usando-se o programa BioEdit (HALL, 1997). A homologia da sequência do gene e da proteína foi analisada através do programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast ). As seqüências foram alinhadas usando o programa ClustalW (http://align.genome.jp/).

Transformação de B. thuringiensis
A transformação de células de Bt foi feita por eletroporação, conforme descrito por BONE e ELLAR (1989) (BONE e ELLAR, 1989), com modificações. Uma colônia isolada de Bti IPS78/11 foi inoculada em 10 ml de LB e a cultura incubada a 30 ºC, 200 rpm, até alcançar absorbância a 600 nm (OD600) = 0,5. A cultura foi resfriada no gelo por 10 min e as células coletadas por centrifugação a 4.000 rpm, por 5 min (centrífuga Jouan BR4i, rotor AB-5010-A). As células foram ressuspendidas, por pipetação suave, em 1 ml de sacarose 10% (m/v) resfriada no gelo, mantendo-se o tubo no gelo. As células foram centrifugadas e ressuspendidas mais duas vezes, sendo ressuspendidas em um volume final de 250 μl de sacarose 10% gelada e mantidas no gelo. A eletrotransformação foi realizada em seguida. Foram transferidos 120 μl de células competentes para uma cuveta de eletroporação de 0,4 cm gelada e mantida no gelo. DNA plasmidial (1 μg) foi adicionado e misturado às células. O volume foi completado até o topo dos eletrodos com aproximadamente 700 μl de sacarose 10% gelada. A cuveta foi mantida no gelo por cinco min antes da eletroporação a 1,8 kV, 400 Ω e 25 μF em um eletroporador modelo “Electro Cell Manipulator” 600 (BTX). Foi adicionado 1 ml de LB à cuveta e o volume total foi transferido para um tubo Falcon de 15 ml. As células foram recuperadas por incubação a 30 ºC, 200 rpm, por 1 h. Depois de concentradas por centrifugação a 4.000 rpm, as células foram plaqueadas em LB-agar contendo 6 μg/ml de cloranfenicol e incubadas a 30 ºC por 24 h. Clones selecionados foram, então, transferidos para placas de NYSM contendo 6 μg/ml de cloranfenicol e incubados a 30 ºC por 40 h.. Os DNAs dos clones selecionados foram extraídos e testados por PCR para a presença do gene vip3A.
Expressão do gene vip3A em E. coli
O clone de E. coli XL10-gold contendo a construção pSVPvip711 (clone Vip711) e o clone contendo o plasmídeo pSVP27A (controle negativo) foram cultivados em 5 ml de meio LB contendo ampicilina a 100 μg/ml (LB-AMP), a 37 ºC, 200 rpm, por 15 h. Em seguida, 60 ml de meio 4YT (32 g/l triptona, 10 g/l NaCl, 20 g/l extrato de levedura, pH 7,0), contendo100 μg/ml de ampicilina, foram inoculados com 600 μl da pré-cultura, em duplicata para cada clone. Cultivou-se a 37 ºC, 220 rpm, até a cultura alcançar OD600 = 0,5. Uma cultura de cada clone foi induzida com 1 mM de IPTG e incubada por mais 4 h. Os controles foram cultivados sem indução pelo tempo total. As culturas foram centrifugadas a 4.000 rpm, por 5 min, a 4 ºC (centrífuga Jouan BR4i, rotor AB-5010-A). As células foram ressuspendidas em 3 ml de tampão TBS (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM), contendo PMSF 0,2 mM e lisozima 2 μg/ml. A suspensão foi incubada a 4 ºC, por 17 h, com rotação constante. As células foram sonicadas (sonicador Branson modelo 102C) em gelo, por 6 min, com ciclos de 10 seg “on”/10 seg “off”. Após centrifugação a 14.000 rpm, por 5 min, a 4 ºC, separaram-se as frações sobrenadante (solúvel) e “pellet” (insolúvel) e ressuspendeu-se o “pellet” em 300 μl de tampão TBS. As frações foram analisadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE-12%)

Extração de proteínas Vip3A de Bt
O procedimento de precipitação de proteínas do sobrenadante usado foi baseado no método descrito por Loguercio e colaboradores (LOGUERCIO et al., 2002), com algumas modificações. Para assegurar que as culturas estivessem com número de células e estágio fisiológico semelhante no momento da coleta do sobrenadante, foi usado um procedimento de cultivo em duas etapas. Primeiro, foi feito pré-inóculo da estirpe a partir do estoque em glicerol em 15 ml de NYSM, contendo 6 μg/ml de cloranfenicol, e incubou-se a 28ºC, 200 rpm, por aproximadamente 7 h. Em seguida, determinou-se a absorbância a 600 nm (OD600) e inoculou-se o volume requerido para uma OD600 inicial de 0,1 em 100 ml de NYSM. Incubou-se a 28ºC, 200 rpm, por 15 h. O sobrenadante da cultura foi processado, coletando-se três frações para análise, como se segue. Centrifugou-se a cultura em tubos de 50 ml (Falcon) a 14.000 rpm (Jouan BR4i, rotor AB-5010-A), a 4°C, por 20 min., coletou-se o sobrenadante em um frasco de vidro gelado (fração sobrenadante). Desta fração, guardou-se uma alíquota  de 2 ml para bioensaios e análise de proteínas, a -20°C. No gelo, precipitou-se o volume restante de sobrenadante com 70% de Sulfato de amônio (Vetec), com agitação e incubou-se por 16 h, a 4°C. Centrifugou-se o material precipitado a 14.000 rpm, 4°C, por 20 min. Deixou-se o pellet secar à temperatura ambiente, por 30 min., ressuspendeu-se em tampão PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH 7,4), concentrando-se 20 vezes (V = 1/20 do volume precipitado) e transferiu-se para tubo Falcon de 25 ml (fração precipitada). Guardou-se uma alíquota de 2 ml desta fração para bioensaios e análise de proteínas, a -20°C. Fez-se diálise do volume restante da suspensão em tubo de diálise “Spectra/por membrane tubing”, MWCO: 6000 – 8000, Vol/cm: 15,6 ml (Thomas Scientific), a 4°C, em 2 L de dH2O gelada para cada tubo, por aproximadamente 24 h, com 4 trocas de água. Coletou-se a suspensão dialisada (dializado) e guardou-se a -20°C até a realização de bioensaios e análise de proteínas.
SDS-PAGE
Proteínas das frações solúveis e insolúveis produzidas por clones de E. coli e das frações do sobrenadante do clone de Bt foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE-12%), como descrito (LAEMMLI e FAVRE, 1973). Foram aplicados 22,5 μl de amostra por poço. Após eletroforese, o gel foi corado com azul de coomassie.
Bioensaios 
A colônia de A. gemmatalis foi mantida a 26 ± 2°C, 70 ± 10% UR, e fotoperíodo de 14: 10 h (luz: escuro), em dieta artificial (MONNERAT et al., 2007). Os bioensaios foram realizados conforme previamente descrito (MONNERAT et al., 2007), com as modificações que se seguem. Após solidificação da dieta, foram distribuídos 150 μl da fração protéica sobre a dieta, em copo de 50 ml (15,6 μl/cm2). Após absorção, foram adicionadas 8 larvas de 2º estágio de A. gemmatalis por copo, em 3 copos para cada tratamento. Para a proteína expressa em E. coli foi testada a fração solúvel extraída do clone recombinante e do clone contendo o plasmídeo pSVP27A (controle negativo), com e sem indução. Para a proteína de Bt foram testadas as três frações processadas do sobrenadante do clone Bt-Vip711 e da estirpe Bti IPS78/11 (controle negativo). Os copos foram incubados nas mesmas condições de criação dos insetos e a avaliação da mortalidade foi feita a 48 h e com 5 dias após a inoculação . Foram testadas 24 larvas por tratamento. Foram feitos mais dois controles negativos, tratados com tampão TBS ou PBS. 

3. Resultados 
Clonagem do gene vip3A
A seqüência codante do gene tipo vip3A da estirpe S711 foi amplificada por PCR e clonada no vetor pGEM-T easy (Promega), nos sítios de restrição de SalI e SphI, em E. coli XL10-gold. A presença do plasmídeo contendo o gene vip3A no clone selecionado foi confirmada por PCR e digestões do DNA plasmidial com enzimas de restrição (dados não mostrados). A construção obtida, pGEMvip711, pode ser vista na Figura 1. O gene foi subclonado no vetor binário para expressão em E. coli e Bt, pSVP27A (CRICKMORE e ELLAR, 1992), em E. coli XL10-gold, originando o plasmídeo pSVPvip711 (Fig. 2). A presença da construção contendo o gene foi confirmada por PCR e digestão do DNA plasmidial com enzimas de restrição (dados não mostrados). O gene contendo 91 nucleotídeos “upstream” e 64 nucleotídeos “downstream” à região codante (cds), também foi amplificado e clonado no vetor pGEM-T Easy em E. coli XL-10 gold, dando origem ao plasmídeo pGEMup711. A presença da construção contendo o gene foi confirmada através de PCR e digestões com enzimas de restrição (dados não mostrados). As regiões 5´ e 3´ do DNA plasmidial do clone selecionado foram seqüenciadas.
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Figura 1. Mapa físico do plasmídeo pGEMVip711. Um fragmento de PCR de 2.384 pb do gene vip3A da estirpe S711 de Bacillus thuringiensis foi clonado no vetor pGEM-T Easy. A orientação do inserto em relação aos promotores T7 e SP6 está indicada.
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Figura 2. Mapa físico do plasmídeo pSVPVip711. Um fragmento de 2.380 pb contendo o gene vip3A da estirpe S711 de Bacillus thuringiensis foi clonado nos sítios de  SalI e SphI do vetor pSVP27A. A orientação do inserto em relação ao promotor CytA está indicada.
Sequenciamento do gene vip3A
A sequência de nucleotídeos do gene vip3A de S711 foi obtida em sequenciador ABI3130 XL (Applied Biosystems). Para o clone de E. coli contendo o plasmídeo pGEMvip711, o sequenciamento iniciou-se usando os oligonucleotídeos universais SP6 e T7 e, em seguida, oligonucleotídeos foram desenhados à medida em que a sequência era obtida. Para o clone contendo o plasmídeo pGEMup711, foram sequenciadas apenas as regiões 5´ e 3´ a partir dos oligonucleotídeos universais. As sequências foram analisadas e obteve-se a sequência consenso do gene vip3A de S711 usando-se o programa BioEdit. Análise da sequência revelou uma região codante (cds) de 2.370 nucleotídeos, a qual é traduzida em uma proteína de 790 resíduos de aminoácidos (Fig. 3). 
Análise de Blastn mostrou elevado nível de identidade da sequência de nucleotídeos com seqüências de genes vip3A de estirpes de Bt depositadas no GenBank. A identidade mais elevada (97%) foi observada com o gene vip3Aa8 do padrão Bt serovar toworthi HD-125 (acesso n. AF399667). Foi observada identidade de 96% com diversos genes vip3A, incluindo o gene vip3Aa da estirpe HD-1 de Bt serovar kurstaki (acesso n. GU073128), vip3Aa1 da estirpe AB88 (acesso n. L48811) e vip3Ab da estirpe AB424 (acesso n. L48812) (ESTRUCH et al., 1996). Análise por Blastx mostrou máximo nível de identidade da sequência de aminoácidos de 95% com proteínas Vip3A. Os 35 resíduos de aminoácidos que diferem da proteína Vip3Aa (acesso n. AAC37036), após alinhamento através do programa ClustalW, são mostrados em destaque na figura 3. 
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Figura 3. Sequência de nucleotídeos e sequência deduzida de aminoácidos do gene vip3A da estirpe S711 de Bacillus thuringiensis. Os aminoácidos que diferem da proteína Vip3Aa (acesso n. AAC37036) estão destacados em amarelo.
A sequência do gene vip3A de S711 e as sequências de alguns genes com elevada identidade foram alinhadas usando-se o programa ClustalW. A árvore filogenética construída a partir deste alinhamento pode ser vista na figura 4. 
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Figura 4. Árvore filogenética de sequências de genes vip3 de estirpes de B. thuringiensis, incluindo o gene da estirpe S711. As distâncias foram obtidas usando dados do alinhamento das sequências com do programa ClustalW, através do programa Treeview.

Expressão do gene vip3A em E. coli
A expressão do gene vip3A pelo clone Vip711 de E. coli, contendo o plasmídeo pSVPvip711, foi induzida com 1 mM de IPTG e incubação por 4 h a 37°C. As frações solúveis e insolúveis das proteínas extraídas do clone Vip711 e do clone de XL10-gold contendo o vetor pSVP27A vazio (controle negativo), com e sem indução, foram analisadas em gel de SDS-PAGE 12%. Uma proteína com aproximadamente 88 kDa, de massa molecular semelhante à proteína purificada Vip3A (gentilmente cedida pelo Dr. BHATNAGAR, R. - ICGEB, Nova Deli, Índia) usada como controle positivo, pode ser observada na fração solúvel do clone E. coli-Vip711, com e sem indução (Fig. 5, poços 3 e 5), indicando que o gene vip3A foi expresso pelo clone.
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Figura 5. Análise da expressão heteróloga da proteína Vip3A em E. coli. SDS-PAGE-12% de proteínas de clones de E. coli transformados com o plasmídeo recombinante contendo o gene vip3A da estirpe S711. 1 – MM - Full Range Rainbow (GE Life Sciences); 2 – proteína Vip3A purificada; 3 e 5 – proteínas solúveis do clone Vip711; 4 e 6 – proteínas insolúveis do clone Vip711; 7 e 9 – proteínas solúveis de XL10-gold (controle negativo); 8 e 10 – proteínas insolúveis de XL10-gold;  3, 4, 7 e 8 – clones não induzidos; 5, 6, 9 e 10 – clones induzidos. Foram aplicados 22,5 μl de amostra por poço A seta mostra a posição das proteínas Vip3A.
Transformação de Bt 

A estirpe de Bt acristalífera Bti IPS78/11 foi transformada com o plasmídeo pSVPvip711 por eletroporação. O clone recombinante foi selecionado em meio NYSM-ágar contendo 6 µg/ml de cloranfenicol. A presença do gene vip3A no clone recombinante Bt-Vip711 foi confirmada por PCR do DNA extraído (dados não mostrados).

Expressão de Vip3A em estirpe de Bt

O clone Bt-Vip711 foi cultivado em meio NYSM com cloranfenicol por 15 h a 28 °C. A estirpe Bti IPS78/11 foi cultivada em NYSM, nas mesmas condições, e usada como controle. O sobrenadante das culturas foi coletado e processado conforme descrito acima. A análise das frações processadas do sobrenadante do clone Bt-Vip711 e da estirpe controle Bti IPS78/11em SDS-PAGE-12% mostrou bandas de massa molecular próxima à esperada para proteínas Vip3A, de aproximadamente 88 kDa (ESTRUCH et al., 1996, LOGUERCIO et al., 2002), apenas na fração dializada, não sendo visível nas outras frações de Bt-Vip711 (Fig. 6). Nenhuma proteína foi visível no sobrenadante da estirpe Bti IPS78/11. 
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Figura 6. Análise da expressão da proteína Vip3A em B. thuringiensis. SDS-PAGE-12% de proteínas de Bacillus thuringiensis. 1 – MM -Full Range Rainbow (GE Life Sciences);  2 a 4 – frações do sobrenadante da estirpe Bti IPS78/11; 5 a 7 – frações do sobrenadante do clone Bt-Vip711. 2 e 5 – sobrenadante; 3 e 6 – precipitado; 4 e 7 – dialisado. Foram aplicados 22,5 μl de amostra por poço. A seta mostra a posição da proteína Vip3A.
Bioensaios
As frações solúveis do clone recombinante Vip711 de E. coli expressando o gene vip3A com e sem indução foram testadas em um bioensaio preliminar contra larvas de 2º estágio de A. gemmatalis. A maior taxa de mortalidade foi obtida para o clone E. coli-Vip711 induzido, porém esta foi muito baixa (mortalidade corrigida de 8,7%). As frações processadas do sobrenadante do clone Bt-Vip711 testadas em um bioensaio preliminar contra A. gemmatalis também mostraram mortalidade muito baixa, com o máximo de 17,4% de mortalidade corrigida.
4. Discussão
Com base na análise das sequências dos produtos de PCR e nos resultados de bioensaios, o gene vip3A da estirpe S711 foi selecionado para ser clonado, sequenciado e expresso em E. coli e B. thuringiensis. O gene foi clonado no vetor pGEM-T easy e subclonado no vetor binário pSVP27A e amplificado em E. coli. O sequenciamento revelou uma seqüência codante de 2.370 nucleotídeos, que corresponde a uma seqüência de aminoácidos deduzida de 790 resíduos. Diversos trabalhos têm relatado a clonagem e expressão de genes vip3 em E. coli. Estruch e colaboradores (1996), identificaram e descreveram pela primeira vez proteínas inseticidas secretadas, nas fases vegetativa e de esporulação, no sobrenadante das culturas de algumas estirpes de Bt que causavam 100% de mortalidade de larvas de A. ipisilon (lagarta rosca), uma praga resistente a várias toxinas Cry de Bt. Os genes vip3Aa e vip3Ab das estirpes de Bt AB88 e AB424, respectivamente, que codificavam estas proteínas, foram clonados em pBluescript e amplificados em E. coli DH5α. Segundo os autores, o gene vip3Aa tinha uma seqüência codante de 2.373 nucleotídeos, que codificava uma nova proteína de 791 aminoácidos, correspondendo a uma massa molecular de 88,5 kDa. As sequências das proteínas Vip3Aa e Vip3Ab eram 98% idênticas (ESTRUCH et al., 1996). No presente trabalho, através da análise de Blast verificou-se elevado nível de identidade (até 97%) da sequência de nucleotídeos do gene vip3A clonado com seqüências de genes vip3A de estirpes de Bt depositadas no GenBank, incluindo vip3Aa1 da estirpe AB88 e vip3Ab da estirpe AB424. Análise da distância filogenética dos genes mostrou a proximidade do gene da estirpe S711 aos genes citados acima e aos genes das estirpes HD-1 e HD-125, entre outros. A análise das proteínas solúveis do clone de E. coli-Vip711 em SDS-PAGE-12% mostrou bandas de massa molecular próxima à esperada para proteínas Vip3A, de aproximadamente 88 kDa (ESTRUCH et al., 1996, LOGUERCIO et al., 2002) após ou não indução. Isto indica que o promotor do vetor pSVP27A pode estar atuando constitutivamente em E. coli. A análise de SDS-PAGE das frações processadas do sobrenadante do clone Bt-Vip711 e do controle negativo mostrou a presença de uma banda de ~88 kDa apenas na fração dialisada de Bt-Vip711. Em bioensaio preliminar contra A. gemmatalis as proteínas expressas pelo clone recombinante de E. coli contendo o gene vip3A e as proteínas do sobrenadante da estirpe recombinante de Bt mostraram mortalidade muito baixa, que deverá ser confirmada por outros bioensaios. Na investigação de Estruch et al. (1996), extratos protéicos dos clones recombinantes de E. coli expressando os genes vip3Aa e vip3Ab exibiram toxicidade para A. ipisilon semelhante àquela dos sobrenadantes das estirpes AB88 e AB424 (100% de mortalidade). Além de A. ipisilon, extratos contendo as proteínas Vip3A expressas em E. coli causaram mortalidade variável em um amplo espectro de insetos. Vip3Aa causou até 100% de mortalidade de S. frugiperda, 100% de S. exígua, 75% de H. virescens e 50% de H. zea. Esta proteína não mostrou nenhuma atividade para larvas de Ostrinia nubilalis (ESTRUCH et al., 1996). Em um estudo recente, Sena e colaboradores (SENA et al., 2009) clonaram e expressaram os genes vip3Aa1 e vip3Af1 em pMa5-8 em E. coli WK6. As proteínas purificadas foram altamente tóxicas para S. frugiperda, enquanto as proteínas Cry1Af e Cry1Ab mostraram atividade moderada e baixa, respectivamente. Em um outro trabalho (RANG et al., 2005), o gene vip3Ba1 foi clonado no vetor pCR2.1TOPO (Stratagene) em E. coli DH5α, subclonado em pET11a e expresso em E. coli BL21-Lambda DE3. O gene era constituído de 2.406 nucleotídeos, codificando uma proteína de 801 aminoácidos e 91 kDa. Análises da sequência da proteína Vip3Ba1 mostraram entre 61 e 62% de similaridade com proteínas Vip3A. A proteína produzida em E. coli recombinante não causou mortalidade em O. nubilalis e P. xylostella, mas atraso significante de crescimento das larvas, indicando que o espectro de atividade pode ser diferente das proteínas Vip3A (RANG et al., 2005). Mais recentemente, Milne e colaboradores (2008) mostraram que os lepidópteros Choristoneura fumiferana e Lymantria dispar são menos suscetíveis a Vip3Aa do que S. exigua (10 e aproximadamente 100 vezes, respectivamente) (MILNE et al., 2008). Para estas espécies, a diferença na suscetibilidade foi mostrada por bioensaios usando inibição de crescimento como resposta à dose, e não mortalidade. Estes autores consideram como altamente suscetíveis a Vip3Aa as espécies S. exigua e A. ipsilon, e menos suscetíveis às espécies Trichoplusia ni, H. virescens, C. fumiferana e L. dispar. Tendo em vista a grande variabilidade descrita na literatura para a atividade das proteínas Vip3 para um amplo espectro de insetos lepidópteros, e dando continuidade à caracterização da proteína Vip3A da estirpe S711 de Bt, os bioensaios contra larvas de A. gemmatalis deverão ser repetidos e realizados bioensaios das proteínas expressas contra larvas de outros insetos, como S. frugiperda e Plutella xyllostela. A confirmação da identidade da proteína recombinante poderá ser feita por imunodetecção ou sequenciamento de peptídeos, após fragmentação por tripsina.
Conclusões

O gene vip3A da estirpe S711 de B. thuringiensis foi clonado em E. coli e Bt. A sequência do gene mostrou o máximo de 97% de identidade com genes vip3A de estirpes de Bt, enquanto a sequência de aminoácios deduzida mostrou o máximo de 95% de identidade com proteínas Vip3A. A nova proteína Vip3A foi expressa em E. coli e em Bt. A atividade da proteína Vip3A expressa será avaliada contra larvas de S. frugiperda, A. gemmatalis e P. xylostella. 
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