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RESUMO 

Bacillus thuringiensis subsp.  israelensis é uma bactéria gram positiva, amplamente 

utilizada no controle de insetos Diptera, família Culicidae, tais como Aedes aegypti e 

Culex quinquefasciatus. O sequenciamento de genomas completos de estirpes de B. 

thuringiensis tem permitido a identificação e caracterização de proteínas inseticidas, 

assim como a realização de estudos de genômica comparativa, permitindo evidenciar 

diferenças funcionais e filogenéticas. Neste contexto, o presente estudo teve como 

objetivo realizar análises genômicas de quatro isolados de B. thuringiensis subsp. 

israelensis que apresentam diferentes toxicidades para larvas de A. aegypti e C. 

quinquefasciatus. O sequenciamento dos genomas dos isolados T0124, T0131, 

T0137 e T0139 foi realizado a partir da plataforma MiSeq-Ilumina, e a montagem e 

anotação foram feitas utilizando ferramentas do programa de bioinformática Geneious. 

As análises resultaram em cromossomos com tamanhos aproximados de 5.414 Kb, 

conteúdo G+C de 35,2% e 5.358 regiões codificantes. Com relação ao conteúdo 

extracromossomal, foram montados três plasmídeos menores de 5,4; 6,8 e 7,6 Kb, e 

três plasmídeos maiores de 127, 235 e 359 Kb para todos os isolados, e estes foram 

enumerados de 1 a 6. A anotação revelou que apenas os plasmídeos de número 4, 

que correspondem ao pBtoxis, possuem proteínas inseticidas, sendo elas Cry4Aa, 

Cry4Ba, Cry11Aa, Cry10Aa, Cyt1Aa, Cyt2Ba e Cyt1Ca. A análise comparativa entre 

os genomas demonstra que os cromossomos T0124, T0131, T0137 e T0139 

apresentam sequências colineares e com 99% de identidade, e seus respectivos 

plasmídeos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 compartilham todas as suas regiões codificantes, incluindo 

aquelas relacionadas a δ-endotoxinas. A comparação de sequências de 

enterotoxinas, metaloproteases e fosfolipases demonstra que estes também são 

conservados entre os genomas. Na análise filogenética, os cromossomos T0124, 

T0131, T0137 eT0139 agruparam-se juntamente com os genomas dos isolados 

AM65-52 e HD-789 disponíveis no GenBank, sugerindo uma estreita relação genética 

entre estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis. Os isolados T0124, T0131, T0137 

e T0139 apresentam diferentes concentrações letais para larvas de A. aegypti e C. 

quinquefasciatus, e a adição de dados proteômicos aos dados genômicos, aqui 

obtidos, poderão auxiliar na compreensão destas diferenças de toxicidade. Contudo 

as análises comparativas entre os genomas dos isolados T0124, T0131, T0137 e 

T0139 mostram alto grau de conservação genética a nível de nucleotídeos de B. 

thuringiensis subsp. israelensis.  

 
Palavras-chave: δ-endotoxinas; genômica comparativa; pBtoxis; fatores de 
virulência. 
 

 

 



ABSTRACT 

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis is a gram-positive bacterium widely used to 

control insects of the order Diptera, such as Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) and 

Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). The sequencing of complete genomes of 

B. thuringiensis strains has allowed the identification and characterization of 

insecticidal proteins, as well as the comparative genomic studies, allowing the 

identification of functional and phylogenetic differences. In this context, the present 

study aimed to perform genomic analysis of four isolates of B. thuringiensis subsp. 

israelensis having different toxicities for larvae of A. aegypti and C. quinquefasciatus 

larvae. Sequencing of genomes of the isolates T0124, T0131, T0137 and T0139 was 

performed from the MiSeq-Ilumina platform, and assembly and annotation were done 

using tools from the Geneious bioinformatics program. The analyzes resulted in 

chromosomes with approximate sizes of 5,414 Kb, G + C content of 35.2% and 5,358 

coding regions. Regarding extrachromosomal content, three smaller plasmids of 5.4, 

6.8 and 7.6 Kb, and three larger plasmids of 127, 235 and 359 Kb were assembled for 

all the isolates, and these were enumerated from 1 to 6. The annotation revealed that 

only the plasmids of number 4, corresponding to pBtoxis, possess insecticidal proteins, 

being Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa, Cry10Aa, Cyt1Aa, Cyt2Ba and Cyt1Ca. Comparative 

analysis between the genomes demonstrates that chromosomes T0124, T0131, 

T0137 and T0139 have collinear sequences and 99% identity, and their respective 

plasmids 1, 2, 3, 4, 5 and 6 share all of their coding regions, including those related to 

δ-endotoxins. Comparison of enterotoxin, metalloprotease and phospholipase 

sequences shows that these are conserved among the genomes. In the phylogenetic 

analysis, chromosomes T0124, T0131, T0137 and T0139 were grouped together with 

the genomes of the isolates AM65-52 and HD-789 available in GenBank, suggesting 

a close genetic relation between strains of B. thuringiensis subsp. israelensis. The 

isolates T0124, T0131, T0137 and T0139 present different lethal concentrations to 

larvae of A. aegypti and C. quinquefasciatus, and the addition of proteomic data to the 

genomic data obtained here may help to understand these differences in toxicity. 

However, the comparative analyzes between the genomes of isolates T0124, T0131, 

T0137 and T0139 show a high degree of genetic conservation at the nucleotide level 

of B. thuringiensis subsp. israelensis. 

Keywords: δ-endotoxins; comparative genomics; pBtoxis; factors of virulence. 
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1. INTRODUÇÃO 

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos, e tem 

como principal característica a produção de cristais proteicos intracelulares durante a 

fase de esporulação que apresentam atividade inseticida, compreendendo proteínas 

das famílias Cry e Cyt (FREDERICI, 1999; ARONSON, 2002).  Atualmente B. 

thuringiensis é considerada o principal micro-organismo entomopatógeno utilizado 

no controle de insetos pragas (CASTAGNOLA e STOCK, 2014).  

B. thuringiensis possui uma grande variedade de subespécies, classificadas em 

79 sorotipos, que apresentam δ-endotoxinas que possuem atividade inseticida 

específica para uma ampla gama de insetos tais como, Lepidoptera, Diptera, 

Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Phthiraptera, Ortoptera, Mallophaga, e outros 

organismos como nematoides, ácaros e protozoários (RAMÍREZ-LEPE e RAMÍREZ-

SUERO, 2012; SANAHUJA et al, 2011; VILAS-BOAS et al., 2007). 

 Dentre a grande variedade de subespécies desta bactéria, Bacillus thuringiensis 

subsp. israelensis destaca-se por possui alta toxicidade para larvas de insetos da 

ordem Diptera, família Culicidae, tais como Culex quinquefasciatus  e Aedes aegypti 

(RAMÍREZ-LEPE e RAMÍREZ-SUERO, 2012). Esta bactéria produz sete toxinas 

formadoras de cristais, sendo elas Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa, 

Cyt2Ba e Cyt1Ca, todas encontradas em um único plasmídeo chamado pBtoxis de 

127,923 pb (BERRY, et al., 2002).  

O surgimento de tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) 

significou um marco importante no sequenciamento de genomas completos de 

bactérias com importância econômica (LOMAN et al., 2012 a). Assim, dada a sua 

importância no controle biológico, diversos genomas de B. thuringiensis têm sido 

amplamente sequenciados e divulgados, e até o momento existem 193 genomas de 

B. thuringiensis de várias subespécies depositados no banco de dados NCBI (National 

Center for Biotechnology Information). Devido sua grande importância no controle de 

insetos vetores de doenças, o sequenciamento de genomas de B. thuringiensis subsp. 

israelensis também têm crescido (ANDERSON et al., 2005; DOGGETT et al., 2012; 

ZWICK et al., 2012; JEONG et al., 2016; JOHNSON et al., 2015; BOLOTIN et al., 

2016).  

Dessa forma, o sequenciamento de genomas completos têm permitido diferentes 

estudos com B. thuringiensis, tais como a análise estrutural e funcional de genomas, 
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a caracterização de proteínas inseticidas, identificação de novas toxinas e de novos 

plasmídeos (LOEZA-LARA et al., 2005; HUANG et al., 2005 SHEPPARD et al., 2013; 

ZORZETTI et al., 2015; BARBOSA et al, 2015).  

Além disso, a grande disponibilidade de genomas completos de bactérias tem 

permitido ainda realizar estudos de genômica comparativa, possibilitado analisar 

espécies estreitamente relacionadas, permitindo encontrar rearranjos cromossomais, 

identificar proteínas conservadas e proteínas únicas, evidenciando melhor as relações 

filogenéticas e a diversidade existente entre micro-organismos (RASKO et al., 2005; 

ALCARAZ et al., 2010; CHU e RAINEY ,2014).   

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar análises 

genômicas de quatro isolados de B. thuringiensis subsp. israelensis que apresentam 

diferentes toxicidades para larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus, tendo ainda 

como objetivos específicos: (1) montagem e anotação de cromossomos e conteúdo 

plasmidial; (2) caracterização de genes inseticidas e outros fatores de virulência; (3) 

comparação entre cromossomos dos isolados; (4) análise de genes ortólogos entre 

plasmídeos; (5) comparação entre sequências de fatores de virulência;  e (6) análise 

filogenética.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Bacillus thuringiensis: Contexto geral 

         Bacillus thuringiensis foi primeiramente isolada em 1901, de larvas doentes do 

bicho-da-seda (Bombyx mori) pelo biólogo japonês Shigetane Ishiwata enquanto 

estudava a causa da doença de sotto neste inseto, nomeando assim a espécie de 

Bacillus sotto (ISHIWATA, 1901). Porém este nome foi declarado inválido mais tarde, 

e a espécie B. thuringiensis somente foi assim chamada em 1915, quando Ernst 

Berliner isolou uma linhagem de larvas doentes da mariposa da farinha do 

mediterrêneo (Anagasta kuehniella), dando este nome em homenagem a Turíngia, 

Alemanha, onde havia isolado a larva (BERLINER, 1911; BERLINER, 1915). 

B. thuringiensis é uma bactéria anaeróbica facultativa, Gram-positiva, formadora 

de esporos, e pode ser isolada de diferentes habitats tais como solo, insetos, pó de 

produtos armazenados e folhas de plantas decíduas e coníferas (FREDERICI, 1999). 

Essas bactérias têm como principal característica a produção de cristais proteicos 

intracelulares, também chamadas de δ-endotoxinas, compreendendo proteínas das 

famílias Cry e Cyt, que são liberadas com o esporo no momento da lise celular durante 

o processo de esporulação (ARONSON, 2002).  

B. thuringiensis é pertencente ao grupo Bacillus cereus, e se relacionada 

geneticamente com outras espécies desse grupo, como por exemplo, Bacillus 

anthracis, Bacillus cereus e Bacillus mycoids. Curiosamente, acreditava-se que a 

produção de cristais era o critério utilizado para diferenciar B. thuringiensis de B. 

cereus (ARONSON, 2002), entretanto outros estudos mostram que B. cereus e B. 

thuringiensis podem ser diferenciados geneticamente a partir de resultados de análise 

por agrupamento de padrões de rep-PCR (técnica de PCR em sequências 

palindrômicas extragênicas repetidas) (CHERIF, et al., 2003); composição alélica em 

locus enzimáticos e atividade hemolítica (VILAS-BOAS et al, 2002). Já estudos 

recentes, demonstram que a controversa relação genética existente entre B. 

thuringiensis e B. cereus, assim como entre outras espécies do grupo B. cereus, pode 

ser resolvida a partir de análise sistemática de sequências genômicas completas, em 

que os genes housekeeping pycA (Piruvato carboxilase) e, quando necessário, ccpA 

(Proteína A de controle de catabólitos) podem ser utilizados para diferenciar estas 

espécies, assim como fornecer uma identificação rápida. (LIU et al., 2015).   
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B. thuringiensis possui uma grande variedade de subespécies, e estas podem 

ser classificadas em variedades ou sorotipos a partir de um sistema descrito por Barjac 

e Bonnefoi em 1962, baseado na técnica de determinação de antígenos flagelares 

(H). As estirpes de B. thuringiensis são classificadas em 79 sorotipos, e estes 

apresentam diferentes δ-endotoxinas que possuem atividade inseticida específica 

para a formulação de bioinseticidas para uma ampla gama de ordens de insetos tais 

como, Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Himenoptera, Homoptera, Phthiraptera, 

Ortoptera, Mallophaga, e outros organismos como nematoides, ácaros e protozoários 

(FEDERICI, 1999; RAMÍREZ-LEPE e RAMÍREZ-SUERO, 2012; SANAHUJA, et al, 

2011; VILAS-BOAS et al., 2007).  

2.2 Toxinas: estrutura, especificidade e modo de ação 

2.2.1 δ-endotoxinas: Cry e Cyt 

As toxinas Cry e Cyt pertencem a uma classe de toxinas bacterianas conhecidas 

como toxinas formadoras de poros, sendo capazes de sofrer alterações 

conformacionais para se inserirem ou se translocarem através de membranas 

celulares de seus hospedeiros (BRAVO, et al., 2007). O primeiro passo para a ação 

dessas proteínas, na maioria dos casos, envolve a ativação por proteases presentes 

nos hospedeiros, ligação à receptores, ocorrendo então a formação de uma estrutura 

oligomérica para que possa ocorrer a inserção na membrana, desencadeada por uma 

diminuição de pH, induzindo um estado de glóbulo fundido da proteína (PARKER e 

FIEL, 2005).  Apesar de serem toxinas formadoras de poros, Cry e Cyt exibem 

estruturas tridimensionais e mecanismos de ação diferentes (RODRIGUEZ-

ALMAZAN et al., 2010).  

2.2.1.1 Proteínas Cry 

As proteínas Cry são definidas como proteínas de inclusão para-esporais de B. 

thuringiensis que exibe atividade entomicida, ou algum efeito tóxico para um 

organismo alvo (CRICKMORE et al., 1998). Estas apresentam um peso molecular 

entre 40 e 140 kDa (BRAVO, 1997), sendo codificados por genes cry que são 

usualmente encontrados em grandes plasmídeos ou, raramente, no cromossomo 

(VILAS-BOAS et al., 2007; VARANI et al, 2013).  São produzidas como cristais, por 

isso o nome Cry (do inglês Crystal), de forma regular na fase de esporulação da célula 

ao lado de um esporo, sendo liberados após lise celular (Figura 1, A) (de MAAGD et 
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al., 2001). Estes cristais podem apresentar diferentes formas dependendo da 

composição e estrutura das δ-endotoxinas presentes, podendo ser bipiramidais, 

cubóides, rombóides, ovóides, esféricos ou, ainda, não ter forma definida (HABIB e 

ANDRADE, 1998; POLANCZYK e ALVES, 2003). Na figura 1 (B) temos a análise 

ultraestrutural demonstrando cristais cubóides e bipiramidais.  

 
Figura 1. Estrutura celular esporulante e formas de cristais de B. Thuringiensis. A. 

Micrografia eletrônica de transmissão de uma célula esporulante, em que PB representa o 

corpo proteico, e SP, esporo (de MAAGD et al., 2001). B. Análise ultraestrutural das misturas 

de esporos e cristais, em que S representa esporos; CC, cristais cubóides; e CB, cristais 

bipiramidais (CERQUEIRA, et al., 2016). A célula mostrada é de aproximadamente 2 μm de 

comprimento. 

Na tentativa de classificar estas proteínas, Höfte e Whiteley (1989) apresentaram 

um modelo de classificação, baseado no critério de combinação entre o espectro de 

ação contra insetos e as sequências de aminoácidos similares, que dividiram as 

proteínas em quatro classes, sendo elas: classe Cry I, específica contra Lepidópteras; 

classe Cry II específica contra lepidópteras e dípteras, classe Cry III contra 

coleópteras; e classe IV contra dípteras. Mais tarde surge uma quinta classe, CytA, 

que foi assim denominada por não apresentar sequência homóloga ou atividade 

inseticida parecida com as demais classes (TAILOR et al., 1992).  

Entretanto uma nova classificação foi proposta, e o critério se baseia apenas na 

identidade de sequência de aminoácidos, sendo este mais eficaz que a proposta 

anterior, pois a medida que novos genes foram caracterizados, a relação entre suas 

sequências de aminoácidos homólogos com o espectro de ação tornou-se difícil 

(CRICKMORE et al., 1998). Assim, nesta nova classificação, as toxinas foram 

classificadas pelo nome Cry (ou Cyt), em quatro hierarquias constituídas por números, 
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letras maiúsculas, letras minúsculas e números, dependendo da sua posição em uma 

árvore filogenética (de MAAGD et al., 2001).  Atualmente, as proteínas Cry 

representam uma grande família que consiste em mais de 800 genes cry descritos, 

divididos em 74 classes (CRICKMORE et al., 2016). 

Com relação a estrutura tridimensional dessas proteínas, tem-se a presença de 

três domínios. O domínio I é responsável pela inserção da proteína na membrana 

intestinal e formação dos poros e compreende a porção N-terminal, consistindo em 

sete α-hélices, seis das quais são anfipáticas e circundam a sétima hélice hidrofóbica. 

O domínio II está relacionado com à ligação a receptores de membrana, e é formado 

por três folhas β-antiparalelas, dobradas simetricamente. Já o domínio III compreende 

a porção C-terminal, consistindo em duas folha β- antiparalelas, formando um β-

sanduíche, sendo relacionada com a estabilidade estrutural da proteína (de MAAGD 

et al.,2001; BOONSERM et al., 2006). Acredita-se que a porção C-terminal destas 

proteínas está envolvida com a formação de cristais, entretanto, não faz parte da 

toxina ativa pois é clivada por proteases no intestino do inseto, enquanto a porção N-

terminal constitui a própria toxina (ADANG e CRICKMORE, 2014). 

Apesar da vasta diversidade de sequências de aminoácidos, o alinhamento de 

algumas proteínas Cry revela que a maioria apresenta cinco blocos de sequências 

conservadas, quando presentes (Figura 2, A), e três domínios semelhantes (Figura 2, 

B) (SCHNEPF et al., 1998; PARDO-LÓPEZ et al., 2013). O primeiro bloco conservado 

é localizado na hélice central do domínio I, o segundo, na interface dos domínios I-II, 

o terceiro na fronteira entre os domínios II e III, o quarto é localizado na cadeia central 

do domínio III e o quinto bloco está no final do domínio III (MAAGD et al., 2001) (Figura 

2). 
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Figura 2. Representação dos três domínios nas estruturas primárias e tridimensionais 

de proteínas Cry. A. Estrutura primária, demonstrando os comprimentos relativos de toxinas 

Cry e, quando presentes, a posição dos cinco blocos conservados. B. Estrutura terciária 

conservada, mostrando as posições dos três domínios (de MAAGD et al., 2001).  

           O mecanismo de ação das proteínas Cry de B. thuringiensis envolve vários 

passos: ingestão, solubilização do cristal no intestino médio do inseto, ativação 

através do processamento das toxinas por proteases, ligação aos receptores do 

intestino, inserção na membrana apical, formação do poro e citólise (PRAÇA, et al., 

2007; ADANG e CRICKMORE, 2014; de MAAGD, 2015). 

As proteínas Cry, dentro do cristal, são ingeridas pelo inseto suscetível e então 

solubilizadas em pH alcalino do intestino das larvas e liberadas como pró-toxinas.  

Muitas pró-toxinas devem então ser processadas por proteases de intestino médio do 

inseto para se tornarem toxinas ativadas (SCHNEPF, et al., 1998; BRAVO, et al., 

2007). Diferentes ordens de insetos podem apresentar proteases distintas em 

resposta às diferenças que existem na fisiologia intestinal destes, acarretando em 

atividades proteolíticas variadas, o que pode estar relacionado a especificidade das 

toxinas (de MAAGD et al., 2001). Por exemplo, as principais proteases presentes em 

insetos das ordens Lepidoptera e Diptera pertencem a classe das serino-proteases, 
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enquanto que para a ordem Coleoptera se destacam as cisteíno e aspárticos-

proteases (de MAAGD et al., 2001).   

Após a formação de toxinas ativas o núcleo destas atravessam a matriz 

peritrófica, que por sua vez é capaz de reter parte da toxina. Uma vez atingida a 

vesícula de membrana das microvilosidades apicais (VMMA) (brush border membrane 

vesicles- BBMVs) do intestino médio, a toxina Cry está pronta para se ligar a proteínas 

de superfície, chamadas de receptores (ADANG e CRICKMORE, 2014). Em estudos 

realizados com insetos lepidópteros, os receptores de Cry foram identificadas como 

proteínas semelhantes à caderina (CADR), aminopeptidase N (APN), ligada à 

membrana por uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), fosfatase alcalina (ALP), 

também ancorada uma âncora de GPI, um glicoconjugado de 270 kDa (GCR) (Figura 

3) e uma proteína de 250 kDa chamada P252 (BRAVO, et al., 2011). A maioria dos 

estudos se concentram nas proteínas caderina, APN e ALP (ADANG e CRICKMORE, 

2014).  

 

Figura 3: Receptores de membrana para a proteína Cry1A. GalNAc- N-acetilgalactosamina 

(sítio de reconhecimento e ligação da toxina Cry); CADR- receptor caderina; APN- receptor 

aminopeptidase-N; ALP- receptor fosfatase alcalina, GCR, receptor glicoconjugado de 270 

kDa (BRAVO, et al., 2007).  

As toxinas Cry após interagirem com receptores específicos, sofrem ação 

proteolíticas, resultando na formação de uma estrutura oligomérica pré-poro, que que 

pode então ser inserida na membrana (ADANG e CRICKMORE, 2014). A figura 4 

apresenta em detalhes os modelos atuais de ação de toxinas Cry que destacam a 

caderina, APN e ALP.  
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Figura 4. Representação de modelos atuais descrevendo o modo de ação de um cristal 

de B. thuringiensis no intestino médio de um inseto. 1- Ingestão do cristal por uma larva 

suscetível; 2- solubilização dos cristais de toxina nos fluidos do intestino médio, produzindo a 

pró-toxina Cry, 3- processamento da pró-toxina para a forma de toxina Cry ativa; 4-  ligação 

da toxina Cry ao receptor caderina, o que resulta na ativação das vias de morte intracelular 

(proteína G, adenilato ciclase e AMPc [adenosina monofosfato cíclica] ), e / ou de acordo com 

o modelo de "ligação sequencial", 5- proteólise adicional do monômero de toxina para resultar 

na formação de um oligômero pré-poro. Este oligômero pré-poro é proposto para se ligar a 

fosfatase alcalina (ALP) ou aminopeptidase (APN) para 6- inserir na membrana formando um 

poro que 7- leva à morte de células osmóticas a partir da formação de um poro. A inserção de 

monômero de toxina e a formação de um poro por oligomerização de monômeros inseridos é 

também apresentada como uma etapa alternativa. A interrupção da barreira do epitélio do 

intestino médio permite 8- a germinação de esporos e invasão bacteriana do hemocélio pelo 

crescimento vegetativo celular, levando a septicemia e morte do inseto (ADANG e 

CRICKMORE, 2014). 

Estudos realizados sobre o mecanismo de ação da proteína Cry1A em 

lepidópteros, revela que esta toxina liga-se às proteínas do tipo caderina com alta 

afinidade na região extracelular, mais próxima da membrana (JIMÉNEZ-JUAREZ et 

al., 2008; PIGOTT e ELLAR, 2007), o que resulta na ativação das vias de morte 

intracelular denominadas proteína G e adenilato ciclase, promovendo a produção de 

AMPc, aumentando seus níveis, ativando então uma outra proteína, a quinase A, que 

causa então a morte celular (BRAVO et al., 2007; JIMÉNEZ-JUAREZ et al., 2008). 

Pardo-López et al. (2013), em estudos com a toxina Cry1A, descreve um modelo de 
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"ligação sequencial” em que a ligação à caderina resulta na ativação das vias de morte 

celular e / ou em facilitar uma clivagem proteolítica e remoção da α-1 hélice, resultando 

na formação de um oligômero denominado pré-poro, que apresenta afinidade elevada 

para APN e ALP (ZHUANG et al., 2002; ADANG e CRICKMORE, 2014). Dessa forma, 

ao se ligar ao segundo receptor, APN ou ALP, a inserção do oligômero na membrana 

lipídica para a formação de poro é facilitada. Contudo, apenas a ligação da forma 

monomérica da toxina Cry a caderina pode ser responsável pela toxicidade. Após a 

ligação, as toxinas se inserem na membrana formando poros que geram um 

desequilíbrio osmótico e iônico levando a morte do inseto (BRAVO et al., 2007, de 

MAAGD et al., 2001, SCHNEPF et al., 1998)  

A intoxicação com a proteína Cry resulta em condições fisiológicas intestinais 

alteradas que, juntamente com a interação com vesícula de membrana das 

microvilosidades apicais (VMMA), favorecem a germinação do esporo de B. 

thuringiensis (DU e NICKERSON, 1996). Contudo, na fase terminal da infecção, as 

células vegetais de B. thuringiensis crescem e multiplicam-se na hemolinfa, resultando 

em septicemia e morte de insetos (ADANG e CRICKMORE, 2014).  

2.2.1.2 Proteínas Cyt 

A família de δ-endotoxinas Cyt consiste em proteínas relativamente pequenas, 

com massas moleculares entre 25 e 28 kDa, e são expressas durante a esporulação 

de várias subespécies de B. thuringiensis, tais como B. thuringiensis subsp. 

israelensis, kyushuensis, medellin e jegatesan (MANASHEROB, et al., 2006). Estas 

proteínas apresentam, principalmente, uma atividade inseticida específica para 

insetos da ordem Diptera in vivo, e uma ampla gama de atividade citolítica contra 

células de insetos e mamíferos in vitro (THOMAS e ELLAR, 1983; XU, et al., 2014 a).  

Estas proteínas possuem baixa identidade de sequência de aminoácidos com as 

proteínas Cry, e atualmente, apresentam uma família de três classes de proteínas Cyt 

(Cyt1, Cyt2, e Cyt3), com cerca de 38 genes cyt descritos, apresentando um alto nível 

de identidade (CRICKMORE, et al., 2016). 

A estrutura tridimensional destas proteínas é apresentada a partir da toxina 

Cyt1Aa, a primeira toxina citolítica descrita detalhadamente (BOURGOUIN, et al., 

1986). Assim, estas proteínas apresentam um único domínio α-β conservado, 

compreendendo duas alças α-hélices, compostas por α1 e α2 em um lado e α3 a α5 

por outro, flanqueando um núcleo de folhas β, que consiste em seis cadeias β 
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antiparalelas (LI et al., 1996; COHEN et al., 2008; COHEN et al., 2011). A região N-

terminal acomoda os locais de clivagem proteolítica, e a região C-terminal 

compreende as três cadeias principais (β5, β6 e β7) que são protegidas contra a 

proteólise durante a inserção na membrana (XU et al., 2014 a) (Figura 5).  

 As hélices têm um carácter anfifílico, do qual os resíduos hidrofóbicos são 

responsáveis pelo empacotando das folhas β.  As hélices α1 e α3 são propostas não 

apenas para serem envolvidas na interação da membrana mas também como um 

determinante de especificidade (PROMDONKOY, et al., 2008).  

 
Figura 5: Representação da estrutura de Cyt1Aa. A estrutura global da proteína consiste 

de um único domínio α-β com uma folha β central, consistindo em seis cadeias β antiparalelas, 

rodeada por duas camadas α-helicoidal, com duas de um lado e três no outro (XU, et al., 2014 

a).  

Ao contrário das proteínas Cry, que mostram um complexo mecanismo de ação 

envolvendo interações de ligação múltiplas e sequenciais com proteínas específicas, 

as toxinas Cyt não se ligam a receptores, interagindo diretamente com lipídeos de 

membrana do intestino médio, tais como, a fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina e a 

esfingomielina (RODRIGUEZ-ALMAZAN et al., 2010), inserindo-se na membrana por 

meio de formação de poros (PROMDONKOY e ELLAR, 2000; PROMDONKOY e 

ELLAR, 2003) ou destruindo a membrana por uma interação do tipo detergente 

(BUTKO, 2003; CRICKMORE et al., 2010). 

No modelo proposto para a formação de poros, a toxina Cyt liga-se à membrana 

como um monômero por meio da região C-terminal, e então sofre uma alteração 

conformacional na região N-terminal que desencadeia a oligomerização, conduzindo 

as folhas β ao longo da bicamada lipídica, o que resulta na permeabilização da 
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membrana, e consequente formação de poro e lise osmótica (RODRIGUEZ-

ALMAZAN et al., 2010) (Figura 6, A).  

 De maneira mais detalhada, é sugerido que as duas alças α-hélices externas 

distanciam-se das folhas β, expondo assim as três últimas folhas β, e a partir daí estas 

inserem-se na membrana (COHEN, et al., 2008). Já com relação ao modelo de ação 

do tipo detergente, a toxina Cyt se agrega e fixa na superfície da membrana destruindo 

a bicamada lipídica (BUTKO, 2003). Neste modelo sugere-se que a porção hidrofílica 

das α-hélices interajem com resíduos de outros monômeros para formar um 

oligômero, resultando em uma agregação não específica de toxinas Cyt na superfície 

da bicamada lipídica (MANCEVA et al., 2005) (Figura 6, B).  

 

Figura 6: Representação esquemática de dois mecanismos hipotéticos de ação para a 

toxina Cyt1Aa. A. Modelo de formação de poros: 1- Solubilização da proteína; 2- Ligação e 

inserção na membrana plasmática; e 3- formação de poro e difusão osmótica. B. Modelo de 

ação como um detergente: 1- Solubilização da proteína; 2- Ligação na superfície da 

membrana; e 3- Formação de agregados toxina-lipídeos e destruição da membrana 

plasmática (BUTKO, 2003).  

 

Estudos apontam que os dois modelos podem ser considerados, dependendo 

da concentração e tempo de exposição à esta toxina. Assim a oligomerização de Cyt 

poderia ocorrer com baixa concentração ou curta exposição, ocorrendo a perfuração 

específica, e em altas concentrações ou longos períodos de exposição entre toxina e 

lipídeo seria aumentada para um nível crítico, e como a membrana não pode se 

adaptar a um grande número de moléculas montadas, a consequência seria então o 

seu rompimento por complexos proteína-lipídeos (XU et al., 2014 a; BEN-DOV, 2014). 

Entretanto outros estudos com a toxina Cyt1A, relatam que com uma estrutura 

tridimensional típica de citolisina e um padrão hemolítico específico, que difere de 
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detergentes iônicos e não iônicos, o mecanismo de formação de poros é o melhor 

aceito (COHEN, et al., 2011). 

Estudos indicam ainda que as toxinas Cyt podem interagir sinergicamente com 

as proteínas Cry, agindo como receptores de membrana para essas toxinas (PÉREZ, 

et al., 2005; CANTÓN, et al., 2011).  

2.2.2 Outras toxinas de B. thuringiensis 

Além das δ-endotoxinas, existem outras toxinas que são importantes alvos de 

estudos: as proteínas VIPs (do inglês Vegetative Insecticidal Proteins) (ADANG e 

CRICKMORE, 2014) e as parasporinas (OHBA et al., 2009). Entretanto, B. 

thuringiensis pode produzir ainda outros fatores de virulência, tais como α-exotoxinas, 

β-exotoxinas, fosfolipases, enterotoxinas, quitinases e proteases que aumentam sua 

patogenicidade e propagação no inseto hospedeiro (PINTO et al., 2010; ARORA et 

al., 2013).  

2.2.2.1 VIP 

Descritas pela primeira vez na década de 90, as proteínas VIP são produzidas 

por algumas cepas de B. thuringiensis e recebem essa denominação por serem 

produzidas na fase vegetativa de crescimento (ESTRUCH et al., 1996).  Estas toxinas 

não formam inclusões cristalinas e são segregadas no meio de cultura (SCHNEPF, et 

al., 1998).  Assim como as proteínas Cry, as Vips são codificadas por genes que 

também são encontrados em grandes plasmídeos (ESTRUCH et al., 1996).  

Devido ao aumento de toxinas VIPs descobertas, recentemente foi proposta um 

sistema de nomenclatura semelhante à usada para as toxinas Cry e Cyt. Atualmente 

existem quatro classes de proteínas Vip, dos quais foram identificados e catalogados 

mais de 15 proteínas Vip1, sendo 20 para a Vip2, 105 para Vip3 e uma para Vip4 

(CRICKMORE, et al., 2016).  

A estrutura dessas proteínas foram elucidadas a partir de análises 

cristalográficas de Vip2, revelando uma estrutura com um domínio constituído de um 

núcleo formado principalmente pelo empacotamento perpendicular de uma folha β 

mista de cinco cadeias, flanqueada por uma α-hélice adicional, com uma folha β 

antiparalela de três cadeias, sendo esta, por sua vez, flanqueada por quatro hélices 

consecutivas (HAN et al., 1999).  

Com relação ao espectro de ação dessas proteínas, Vip1 e Vip2 atuam para 

alguns insetos da ordem Coleoptera e Hemiptera e a proteína Vip3 atua contra uma 
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ampla gama de espécies da ordem Lepidoptera (CHAKROUN et al., 2016). Além 

disso, as proteínas Vip3A são ativas contra espécies de insetos que apresentam 

tolerância ou baixa suscetibilidade às proteínas Cry, o que as tornam alvos de 

bastantes estudos (DONOVAN et al., 2001).  Ainda não existem relatos insetos alvos 

para Vip4. 

De acordo com os modelos de ação descritos para as proteínas Vips, as 

proteínas Vip1 e Vip2 atuam como toxinas binárias, em que Vip1 se ligaria a 

receptores na membrana do intestino médio do inseto, e em seguida, Vip2 entraria na 

célula, exibindo sua atividade de ribosiltransferase (ADP), impedindo a formação de 

microfilamentos (WARREN, 1997; LEUBER et al., 2006; SHI et al., 2007). Já o modo 

de ação de Vip3 mostra-se semelhante ao das proteínas Cry, havendo ativação 

proteolítica, ligação à membrana do intestino médio e formação de poros (YU et al., 

1997; LEE et al., 2003). 

Apesar de apresentarem um mecanismo de ação semelhante as proteínas Cry, 

Vip3A não competem pelos mesmos locais de ligação que as proteínas Cry, o que 

possibilitou pesquisas combinando estas duas proteínas. Neste contexto, estudos 

demonstram que a interação de Cry1 e Vip3A, por exemplo, pode aumentar a 

toxicidade contra pragas agrícolas (LEE et al., 2003; CRIALESI-LEGORI, et al., 2014). 

Isso trouxe ao mercado variedades de plantas transgênicas de algodão e milho 

carregando o gene vip3Aa, e outras plantas contendo vip3Aa combinados com genes 

cry, com o intuito de conferir uma proteção mais elevado e diminuir a resistência de 

insetos (CHAKROUN, et al., 2016).  

2.2.2.2 Parasporinas  

Existem isolados de B. thuringiensis que produzem proteínas Cry que não 

possuem atividade inseticida, apresentando especificamente atividade contra células 

cancerosas. Estas proteínas são chamadas de Parasporinas, uma recente categoria 

de toxinas definidas como proteínas bacterianas paraesporais, não hemolíticas, e 

preferencialmente tóxicas para células cancerosas (MIZUKI et al., 2000).  

A nomenclatura destas proteínas é estabelecida pelo Comitê de Classificação e 

Nomenclatura de Parasporinas (OKUMURA et al., 2010). Assim, de acordo com a 

identidade de sequências de aminoácidos, existem atualmente seis classes de 

parasporinas: PS1, PS2, PS3, PS4, PS5 e PS6. Até o momento já foram identificadas 

19 proteínas parasporais, das quais 11 pertencente à classe PS1, 3 à classe PS2, 2 
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à classe PS3, 1 para cada classe PS4, PS5 e PS6 

(http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/list.html).   

Estudos realizados com as proteínas PS1Aa1, PS3Aa1 e PS6, indicam que estas 

possuem uma estrutura terciária com três domínios, cujas sequências de aminoácidos 

contém cinco blocos de regiões conservadas, assim como observado nas proteínas 

inseticidas Cry (OHBA et al., 2009). Já PS2Aa1 e PS4 não possuem estrutura baseada 

em três domínios (COHAN, et al., 2008).  

Assim como as proteínas Cry, o mecanismo de ação das Parasporinas também 

depende da ativação de pró-toxinas em toxinas a partir de proteases (OHBA et al., 

2009). Estudos apontam que ao invés de formar poros na membrana, PS1 causa 

morte celular através da indução, preferindo uma via apoptótica com um mecanismo 

citotóxico única (KATAYAMA et al., 2007).  

Um modelo de mecanismo de ação de PS2 é proposto para acontecer em vários 

passos, do qual primeiramente esta parasporina ligaria-se a receptores de membrana, 

e depois seria concentrada e oligomerizada, formando poros transmembranares, 

causando danos à membrana (KITADA et al., 2009). É sugerido que as demais 

parasporinas sigam um modelo similar de ligação a receptores específicos e formação 

de poros na membrana celular (YAMASHITA et al., 2005; WU, et al., 2014; EKINO et 

al., 2014).  

Com relação a atividade tóxica dessas proteínas, estudos revelam alta toxidade 

e especificidade de PS1Aa1 contra células de câncer de colo do útero- HeLa e células 

T leucêmicas- MOLT-4 (KATAYAMA et al., 2005; XU et al, 2014 a), enquanto a 

proteína PS2Aa1 apresenta toxicidade contra as células T leucêmicas MOLT-4 e 

Jurkat e contra células de câncer de colo do útero Sawano e câncer hepático HepG2 

(XU, et al, 2014 a). Estudos realizados com as proteínas PS3Aa1 e PS3Ab1 revelam 

toxicidade e especificidade destas contra células de câncer de fígado HepG2 e células 

T leucêmicas HL-60 (YAMASHITA et al., 2005). Já a proteína PS4 é tóxica contra as 

células T leucêmicas MOLT- 4 e HL-60, células de câncer de cólon de útero CACO-2 

e células de câncer do colo do útero Sawano e TCS (OHBA et al., 2009). PS6 possui 

citotoxicidade contra as linhagens de câncer de fígado (HepG2) e câncer do cólo do 

útero (HeLa) (NAGAMATSU et al., 2010).  
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2.2.2.3 α-exotoxinas e β-exotoxinas  

As α-exotoxinas, também conhecidas como fosfolipases-C, são proteínas 

termoláteis produzidas durante a fase de crescimento de B. thuringiensis, e sua 

toxicidade pode ser explicada pela hidrólise de vários fosfolipídeos nas membranas 

celulares (HERGENROTHER e MARTIN, 1997).  

As α-exotoxinas são classificadas de acordo com a classe de fosfolipídeos que 

que atuam. Assim tem-se a fosfolipase-C específica para fosfatidilcolina (PC-PLC) e 

a fosfolipase-C específica para fosfatidinositol (PI-PLC) (ARGÔLO-FILHO e 

LOGUERCIO, 2013).  Esta toxina apresenta alta toxicidade contra vários insetos e 

também é toxica para camundongos por injeção intravenosa (KRIEG 1971; 

ALDEEWAN, et al., 2014).  

As β-exotoxinas, também chamadas de Thuringiensin (Thu), representam um 

metabólito secundário termoestável e são sintetizadas por certas estirpes de B. 

thuringiensis, sendo produzidas e secretadas no sobrenadante durante a fase de 

crescimento vegetativo (PALMA, et al., 2014 a). Thu não é uma proteína, mas um 

oligossacarídeo de molécula pequena (LIU et al, 2010 a) 

Estas toxinas podem ser classificadas em dois tipos, β-exotoxina do tipo I e β-

exotoxina do tipo II. A β-exotoxina do tipo I, é composta pelos precursores adenosina, 

glicose, um grupo fosfato e di-ácido glucônico (LIU et al, 2010). A β-exotoxina do tipo 

I é considerada um análogo de ATP, e essa similaridade o torna um inibidor da ação  

de RNA polimerases, pois compete pelos mesmos locais de ligação que essas 

enzimas, impedindo assim a síntese de RNA e afetando os estágios de crescimento 

de insetos (LIU et al, 2010; LIU et al., 2014 a).  

 β-exotoxina I é tóxica para várias ordens de insetos e para ácaros, nematoides 

e alguns vertebrados (LIU et al., 2014 a). Devido a sua toxicidade para vertebrados, a 

maioria das preparações comerciais de B. thuringiensis são formulados a partir de 

isolados que não têm a capacidade de produzir β-exotoxinas (HERNÁNDEZ et al., 

2003). Entretanto alguns países ainda utilizam produtos baseados em β-

exotoxinas, principalmente em programas de controle contra insetos da ordem 

Diptera que são resistentes a outros inseticidas (ARGÔLO-FILHO e LOGUERCIO, 

2013). 

Já a β-exotoxina do tipo II, é descrita como um análogo de UTP, e são produzidas 

próximo e durante a fase de esporulação (PALMA, et al., 2014 a). Estas apresentam 
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atividade tóxica superior ao tipo I, sendo particularmente eficaz contra insetos da 

ordem Coleoptera (ARGÔLO-FILHO e LOGUERCIO, 2013).  

2.2.2.4 Outros fatores de virulência  

Para alguns insetos apenas a ação de δ-endotoxinas é suficiente para a causar 

sua mortalidade, entretanto para outros o esporo também deve estar presente 

(RAYMOND et al., 2010). No segundo caso, as δ-endotoxinas agem causando a 

destruição das células epiteliais que revestem o intestino médio induzindo a lise 

celular, criando assim condições favoráveis para a germinação do esporo, causando 

a morte do inseto por meio de septicemia (ADANG e CRICKMORE, 2014).  

Neste contexto, a germinação do esporo permite a expressão e produção de 

outros fatores de virulência que possibilitam o acesso a hemolinfa do inseto 

hospedeiro, e consequente multiplicação de suas células vegetativas (VILAS-BÔAS 

et al., 2012). Esses fatores são representados principalmente por fosfolipases, 

enterotoxinas, hemolisinas, proteases (DUBOIS et al., 2012) e quitinases (SAMPSON 

e GOODAY et al., 1998).  

Durante o processo infeccioso, B. thurinfiensis precisa atravessar a matriz 

peritrófica, que é rica em quitina. Dessa forma, as quitinases produzidas por estas 

bactérias facilitam esse processo, permitindo alcançar o hemocélio (SAMPSON e 

GOODAY, et al., 1998). Assim, quando B. thurinfiensis alcança o hemocélio, este 

produz metaloproteases chamadas de InhA, representadas pelos três tipos InhA1, 

InhA2 e InhA3, que permitem a neutralização do sistema imune do hospedeiro 

(GUILLEMET et al., 2010).  

Durante o crescimento de células vegetativas B. thuringiensis produz ainda 

enterotoxinas que potencializam sua atividade entomopatogênica, e se destacam 

como os principais fatores de virulência produzidos, do qual são conhecidos: citotoxina 

K (CytK), enterotoxina Fm (EntFm), enterotoxina T (Bcet), hemolítica BL (HBL) e 

enterotoxina não-hemolítica (NHE) (VILAS-BÔAS, et al., 2007). Estudos recentes 

detectaram a presença destas enterotoxinas em diferentes estirpes de B. 

thuringiensis, incluindo algumas cepas comerciais (KIM et al., 2015).  

Outras duas classes de fatores de virulência que também são importantes para 

o processo infeccioso de B. thuringiensis são as fosfolipases e hemolisinas. Com 

relação as fosfolipases, as fosfolipases C são as mais estudadas, sendo conhecidas 

também como α-exotoxinas, atuando na hidrólise de vários fosfolipídeos das 
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membranas celulares (seção 2.2.2.3) (HERGENROTHER e MARTIN, 1997). Dentro 

desta classe, é importante citar também as esfingomielinases (SMase), uma vez que 

a presença de esfingomielina em membranas celulares inibem a atividade de outras 

fosfolipases C, fazendo com que SMase seja importante para a ação destas (VILAS-

BÔAS, et al., 2012). Já com relação as hemolisinas, estas apresentam atividade 

hemolítica, e as toxinas thuringiolisina O (Tlo) e hemolisina II (HlyII) são os principais 

exemplos de hemolisinas presentes em B. thuringiensis. 

2.3 Utilização como bioinseticida 

 B. thuringiensis é a bactéria mais estudada no controle de pragas, e 

atualmente é considerada como o principal entomopatógeno utilizado na gestão de 

pragas de insetos (CASTAGNOLA e STOCK, 2014).   

 A primeira formulação à base dessa bactéria, a Sporeíne, foi produzida na 

França em 1938. Entretanto foi na década de 50 que bioinseticidas à base de B. 

thuringiensis passaram a ser fabricados em outros países, tais como Rússia, 

Checoslováquia, Alemanha e Estados Unidos (SANAHUJA, et al., 2011). Inicialmente, 

o produto, foi utilizado somente para o controle de lepidópteros, e mais tarde, 

principalmente a partir da década de 70, ao passo que novas subespécies da bactéria 

foram descobertas com alta toxicidade, produtos contra insetos da ordem Diptera, 

Coleoptera (WEISER, 1986; EDWARDS et al., 1988), Himenoptera, Homoptera e 

Ortoptera (FEILTEISON, 1994) foram introduzidos.  

Neste contexto, os produtos de pulverização, à base de B. thuringiensis se 

apresentam como mais vantajosos em termos de segurança, especificidade e 

potência quando comparados com produtos químicos, sendo também biodegradáveis, 

o que os torna competitivos no mercado de inseticidas (SANAHUJA, et al, 2011). 

Atualmente existem vários produtos formulados a partir de B. thuringiensis no 

mercado, dos quais podemos citar os produtos Able, Bactospeina, Condor, Costar, 

Crymax, Cutlass, Futura, Lepinox, Thuricide, Steward, Florbac, Agree, Design, 

Xentari, Foil, Raven, Thuricide, Biobit, Dipel, Foray, Javelin e Vault (SANAHUJA, et al, 

2011).  

Apesar de suas vantagens, biopesticidas à base de B. thuringiensis possuem 

algumas características que limitam seu uso no controle de insetos. Os biopesticidas 

devem ser ingeridos pelo inseto alvo; devem ser aplicados quando as larvas se 

encontram no estádio inicial, pois ao passo que crescem ficam mais tolerantes ao 
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produto; a luz solar contribui para a degradação das proteínas cristalinas; e no uso 

tópico em plantas, os esporos acabam sendo levados para o solo (KIM, et al., 2015). 

Contudo, a fim de aumentar a eficácia de formulados de B. thuringiensis, pesquisas 

são realizados para reverter principalmente efeitos ambientais, assim como estudos 

de encapsulamento de toxinas e fotoproteção do complexo esporo-proteína por adição 

de melanina (RAMÍREZ-LEPE e RAMIRÉZ-SUERO, 2012). 

2.4 Bacillus thuringiensis subsp. israelensis  

Bacillus thuringiensis subsp.  israelensis foi primeiramente isolado em 1976 de 

larvas mortas de Culex sp. no deserto de Negev, em Israel, mostrando ser eficaz 

contra larvas da ordem Diptera (GOLDBERG e MARGALIT, 1977). Posteriormente 

esta subespécie foi identificada como B. thuringiensis subsp. israelensis, sorotipo H14 

(de BARJAC, 1978).  

B. thuringiensis subsp. israelensis é uma bactéria esporulante capaz de produzir 

inclusões cristalinas altamente tóxicas (WIRTH et al., 2010), destacando-se como a 

primeira subespécie de B. thuringiensis com toxicidade elevada contra larvas de 

espécies de mosquitos artrópodes, da subordem Nematocera, que inclui mosquitos e 

a mosca negra, sendo utilizado como bioinseticida comercial em programas de 

controle de insetos em várias partes do mundo (FEDERICI et al., 2010; RAMÍREZ-

LEPE e RAMÍREZ-SUERO, 2012; ZHANG et al., 2016).  

Atualmente existem vários produtos disponíveis no mercado à base de B. 

thuringiensis subsp. israelensis, dos quais podemos citar Vectobac, Teknar, Bactimos, 

Skeetal e Mosquito Attack são disponíveis atualmente para o controle de mosquitos 

como Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae), Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) 

e algumas espécies de Anopheles, como Anopheles gambine (Diptera: Culicidae), que 

são vetores da filariose de dengue e malária, respectivamente, ou contra Simulium 

damnosum (Diptera: Simuliidae), uma mosca negra que é um vetor de oncocearciose 

(RODRIGUEZ-ALMAZAN, et al., 2010: ZEQUI et al., 2011).  

2.4.1 Estrutura e especificidade de toxinas larvicidas de B. thuringiensis subsp. 

israelensis 

B. thuringiensis subsp. israelensis produz sete toxinas durante a esporulação, 

sendo quatro proteínas Cry (Cry4A, Cry4B, Cry10A, Cry11A) e três Cyt (Cyt1A, 

Cyt2Ba   e Cyt1Ca), todas encontradas em um único plasmídeo chamado pBtoxis de 

127,923 pb (FAUST, et al., 1982; BERRY, et al., 2002). Entretanto, suas propriedades 
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inseticidas são conferidas principalmente pelas proteínas Cyt1A, Cry4Aa, Cry4Ba e 

Cry11Aa (SCHNEPF et al., 1998; BEN-DOV, 2014).  

De maneira geral, assim como outras δ-endotoxinas, estas proteínas são 

solubilizadas no intestino de larvas de insetos susceptíveis e ativados por proteases 

no intestino médio, se ligando a receptores, no caso das proteínas Cry, e formando 

poros na membrana, levando à sua ruptura e citólise das células epiteliais (RAMÍREZ-

LEPE e RAMÍREZ-SUERO, 2012).  Posteriormente ocorre a germinação e 

multiplicação de esporos ingeridos, causando então septicemia (BRAVO, et al., 2007).  

Com relação aos receptores de membrana, estas toxinas se ligam a mesma 

classe de receptores estudados para insetos da ordem Lepdoptera, e vem sendo 

descritos em diferentes estudos. Assim, uma fosfatase alcalina (ALP) de 65 KDa 

associada a uma glicosilfosfatidilinositol (GPI) de A. aegypti foi caracterizada como 

um receptor funcional de Cry11Aa (FERNANDEZ et al., 2006), enquanto uma caderina 

de 250 KDa de A. aegypti é relatada como um possível receptor de Cry11Aa, podendo 

ser competido por Cry4Aa (CHEN et al., 2009). Uma proteína AgCad1, semelhante a 

uma caderina, formada por 1735 resíduos de aminoácidos foi identificada em Aedes 

gambiae (Diptera: Culicidae) como um receptor para Cry4Ba (HUA et al., 2008), 

enquanto uma α-amilase de 70 kDa ancorada a uma glicosilfosfatidilinositol (GPI) é 

um receptor para ambas as toxinas Cry4Ba e Cry11Aa em Anopheles albimanus 

(Diptera: Culicidae) (FERNANDEZ‐LUNA et al., 2010).  

As maiores proteínas de B. thuringiensis subsp. israelensis são representadas 

pelas toxinas Cry4Aa e Cry4Ba, com 134 e 128 KDa, respectivamente. Cry4Aa é 

codificada por uma sequência de 3543 pb, enquanto Cry4Ba é codificado por uma 

sequência de 3408pb (BEN-DOV, 2014). Quando ativadas, in vitro e in vivo, estas 

toxinas apresentam aproximadamente 65 KDa, sendo produzido fragmentos de 45 e 

20 KDa para Cry4Aa, e fragmentos de 45 e 18 KDa para Cry4Ba (BELTRÃO e SILVA-

FILHA e SILVA-FILHA, 2007).  

Com relação a estrutura tridimensional destas proteínas, Cry4Aa e Cry4Ba têm 

suas estruturas bem estudadas dentre as toxinas Cry de B. thuringiensis subsp. 

israelensis. O modelo estrutural de Cry4Aa e Cry4Ba é bem elucidado por Boonserm 

et al., (2005) e Boonserm et al., (2006) respectivamente, descrevendo um modelo 

estrutural semelhante para estas proteínas, do qual são formadas por três domínios, 

sendo o primeiro constituído de α-hélices, o segundo por três β-folhas antiparalelas, e 

o terceiro é formado por uma estrutura do tipo β-sanduíche (Figuras 7 e 8). 
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Figura 7: Representação da estrutura da proteína Cry4Ba. A. Visão geral da toxina. B. 

Domínio I, formado por α-hélices (α3- α-7). C. Domínio II, formado por três β-folhas 

antiparalelas (β1-β11). D. Domínio III, formado por uma estrutura β-sanduíche de duas β-

folhas antiparalelas (BOONSERM et al., 2005).  
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Figura 8: Representação da estrutura da toxina Cry4Aa. A. Visão geral da toxina. B. 

Representação do domínio I, composta por sete hélices. C. Representação do domínio II, 

formado por três β-folhas antiparalelas. D. Domínio III, que consiste em duas β-folhas que 

adotam uma dobra de sanduíche (BOONSERM et al., 2006). 

 

Metade da região C-terminal é conservada nestas proteínas e participam na 

formação espontânea de cristais através de ligações dissulfeto inter e intra-

moleculares (BEN-DOV, 2014).  Diferenças estruturais encontradas no domínio II, 

assim como locais distintos que se ligam a receptores, podem explicar os diferentes 

insetos alvos envolvidos na atividade larvicida destas toxinas ativas 

(ANGSUTHANASOMBAT, et al, 2004).  

Neste contexto, estas proteínas diferem quanto ao espectro de toxicidade, pois 

enquanto Cry4Aa é altamente tóxico contra o gênero Culex, podendo ser 

representado pela espécie Culex pipiens (Diptera: Culicidae), Cry4Ba tem uma 

atividade muito baixa para este gênero de mosquito (OTIENO-AYAYO et al., 2008; 

ABDULLAH et al., 2003). Já com relação aos gêneros Anopheles e Aedes, Cry4Ba 

apresenta maior atividade larvicida quando comparada com Cry4Aa, mostrando 

altamente tóxico para Anopheles quadrimaculatu (Diptera: Culicidae) e A. aegypti 

(OTIENO-AYAYO et al., 2008).  
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 O domínio II Cry4Aa e Cry4Ba consiste de três folhas anti-paralelas envolvidas 

por um núcleo central hidrofóbico e três alças expostas na superfície que podem estar 

envolvidas com a ligação a receptores (BOONSERM, et al., 2006). Em Cry4Aa, 

estudos mostram que as alças 2 e 3 são crucias para a toxicidade específica contra 

as espécies A. aegypti, Anopheles dirus (Diptera: Culicidae) e C. pipiens (HOWLADER 

et al., 2009; BOONSERM, et al., 2006). Já para Cry4Ba, as alças 1 e 2 especificam a 

toxicidade para A. quadrimaculatu e A. aegypti (BOONSERM, 2005, ABDULLAH et 

al., 2003). 

A proteína Cry11Aa possui 72Da e é codificada por uma sequência de 1929 pb 

(BEN-DOV, 2014). A ativação proteolítica desta proteína produz dois fragmentos de 

38 e 30KDa (BELTRÃO e SILVA-FILHA et al., 2007). Esta proteína exibe alta atividade 

contra larvas de Aedes e Culex e menor atividade contra Anopheles (OTIENO-AYAYO 

et al., 2008).  

Já a proteína Cry10 Aa é codificado por uma sequência de 2025 pb (675 aa) e 

está presente em pequenas quantidades em B. thuringiensis subsp. israelensis (BEM-

DOV, 2014). Ao contrário das outras toxinas, Cry10Aa é descrita como tóxica para 

outras ordens de insetos, como para a broca de bagaço de cafeeiro (Hypothenemus 

hampei) (MÉNDEZ-LÓPEZ et al., 2003), para bicudo de algodão (Anthonomus 

grandis), um inseto da ordem Coleóptera, monstrando ser altamente tóxico numa 

demonstração in vitro (AGUIAR et al., 2012). Além disso, o atual desenvolvimento de 

um novo algodão geneticamente modificada para expressar Cry10Aa mostra alta 

resistência ao inseto-praga bicudo de algodão, conferida por essa toxina (RIBEIRO et 

al., 2017).  

Já com relação as δ-endotoxinas citolítica, a toxina Cyt1Aa foi a primeira a ser 

descrita detalhadamente. Cyt1Aa possui atividade citolítica e hemolítica, e é produzida 

como uma protoxina de 27 KDa e possui uma sequência de 248 aminoácidos, 

codificados por 744 pb (BOURGOUIN, et al., 1986; CHOW, et al.,1989).  Dentre os 

cristais produzidos por B. thuringiensis subsp. israelensis, o mais abundante é o cristal 

composto pela proteína Cyt1Aa, correspondendo de 45% a 50% (BEN-DOV, 2014). 

Sua ativação gera uma redução da massa molecular de 27 kDa para cerca de 22-25 

KDa, que por sua vez, possui uma atividade três vezes maior (CAHAN, et al., 2008).   

A estrutura da proteína Cyt1Aa é composto por uma folha β envolvido por duas 

camadas adjacentes de α-helicoidal. A folha β central consiste em seis cadeias β 
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antiparalelas, flanqueadas por uma camada de α-hélice composta por α-1 e α-2 por 

um lado e α3-α5 por outro (BUTKO, 2003; XU, et al., 2014 a).   

Rodriguez-Almazan et al (2010) analisou os dois domínios de Cyt1Aa 

separadamente, e concluiu que estes possuem papéis diferentes na ação da toxina, 

sendo a região N-terminal envolvida com a inserção da toxina Cyt1Aa em solução, e 

a C-terminal com a interação da toxina com a membrana lipídica.  

Outro fator importante na toxicidade desta proteína é a capacidade de sofrer 

alterações em sua conformação, uma vez que isso está inteiramente relacionada com 

a atividade de Cyt1Aa, sendo necessárias antes da inserção e perfuração da 

membrana da célula do hospedeiro. Isto pode ser afirmado a partir de uma dobra de 

citolisina que permite que as camadas α-helicoidais se afastem, expondo a β-folha a 

inserir na membrana (COHEN et al., 2011).  

Com relação a sua especificidade, além de possuir toxicidade para espécies de 

mosquitos in vivo, testes in vitro revelam a atividade citolítica de Cyt1Aa contra células 

de insetos e de mamíferos, tais como eritrócitos, linfócitos e fibroblastos (THOMAS e 

ELLAR, 1983; KNOWLES e ELLAR, 1987; THIERY et al., 1997). Outra característica 

importante de Cyt1Aa é o seu envolvimento no retardo da resistência de larvas de 

insetos às proteínas Cry de B. thuringiensis subsp. israelensis (WIRTH, et al., 2005).  

A toxina Cyt2 Ba é a menor dentro do complexo de toxinas expressas por B. 

thuringiensis subsp. israelensis, sendo composta de 263 aminoácidos, possuindo 

cerca de 41% de identidade com Cyt1Aa, e 67% de similaridade com Cyt2Aa 

(GUERCHICOFF, 1997; GUERCHICOFF, 2001; NISNEVITCH et al., 2006).  Assim 

como Cyt1Aa, Cyt2Ba também possui toxicidade para células de mamíferos 

(CORRÊA, et al., 2012). Sua estrutura é composta de uma folha que consiste em seis 

cadeias β antiparalelas (β1-β6) flanqueadas por uma camada de α-hélice composta 

por α1 e α2 num lado, e por uma segunda camada de α-hélice composta por α3-α5 

no outro (Figura 9) (COHEN et al., 2008). 
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Figura 9: Representação esquemática da estrutura cristalina de Cyt2Ba. Cyt2Ba é 

composta por um único domínio α-β, com uma folha β envolvida por duas camadas α-

helicoidais que representam uma dobra de citolisina. Elementos secundários e terminais N e 

C são rotulados (COHEN, et al., 2008). 

 

A toxina Cyt1Ca é a mais recentemente relatada, e possui um tamanho de 

aproximadamente 60 kDa, do qual metade da sua região N-terminal possui uma 

homologia de 72% com a Cyt1Aa (BERRY, et al., 2002). Enquanto Cyt1Aa compõe 

até 50% do cristal e Cyt2Ba está presente em quantidades muito baixas, Cyt1Ca é 

indetectável, embora a transcrição do gene cyt1Ca tenha sido constatada (STEIN et 

al., 2006). 

Sua estrutura se assemelha a de uma proteína de fusão de dois domínios, em 

que a parte N-terminal equipara-se às toxinas comuns de Cyt e a parte C-terminal 

contêm um domínio extra, que parece ser um motivo de ligação de carboidrato β-trevo 

(β-trefoil), encontrado em várias toxinas semelhantes a ricinas (MANASHEROB et al., 

2006).  Com relação a sua toxicidade, estudos relatam que ao contrário de Cyt2Ba, 

Cyt1Ca não é capaz de aumentar a toxicidade de Cry4Aa, e nem possui atividade 

citolítica para eritrócitos quanto comparado a Cyt1Aa (MANASHEROB, et al., 2006). 

2.4.2 Interações sinergéticas entre toxinas larvicidas 

As δ-endotoxinas de B. thuringiensis subsp. israelensis apresentam diferentes 

níveis de toxicidade e especificidade contra diferentes gêneros de mosquitos, e além 

disso, suas proteínas Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa e Cyt2Ba 

interagem sinergicamente, característica essa que está relacionada com a alta 

toxicidade desta bactéria  (Tabela 1) (BEM-DOV, 2014). Assim, a atividade inseticida 

http://mic.microbiologyresearch.org/search?value1=Robert+Manasherob&option1=author&noRedirect=true
http://mic.microbiologyresearch.org/search?value1=Robert+Manasherob&option1=author&noRedirect=true
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individual dessas proteínas é menos eficaz quando comparada a mistura de todas as 

toxinas.  

Tabela 1: Características, tocixidade e sinergismo entre as principais toxinas de B. 

thuringiensis subsp. israelensis. 

 Fonte: (BEM-DOV, 2014).                                  *Cx= Culex spp.; An= Anopheles spp.; A= Aedes spp.   

O efeito sinérgico é atribuído principalmente a toxina Cyt1Aa que é capaz de 

aumentar a atividade de Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa ou Cry10Aa (CANTÓN, et al., 

2011).  

Isso se deve ao fato de Cyt1Aa agir como um receptor de menbrama para as 

toxinas Cry, sendo então capazes de suprimir a resistência de insetos devido a 

mutações ocorridas em receptores para estas proteínas. Isso é relatado em estudos 

que mostram que Cyt1Aa suprime a resistência de populações de C. quinquefasciatus 

frente a Cry11Aa, Cry4Aa ou Cry4Ba (KHASDAN et al., 1987; WIRTH et al., 1997). 

Um modelo de sinergismo entre as toxinas Cyt1Aa e Cry11Aa é proposto e 

ilustrado na figura 10. A proteína Cyt1Aa sinergiza a toxicidade de Cry11Aa 

funcionando como uma molécula receptora, suprimindo assim a resistência de insetos 

devido a mutações no receptor de Cry, representado por uma fosfatase alcalina (ALP) 

associada a uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (SOBERÓN et al., 2007) 

(Figura 10). Já a toxina Cry11Aa se liga à Cyt1Aa por meio do laço α-8 localizado no 

domínio II desta proteína, que está envolvido com a interação a receptores da 

membrana (PÉREZ et al., 2005).   

 

Toxina 

 
Tamanho 

(kDa) 

 
Forma ativada 

(kDa) 

 
Toxicidade 

 
Sinergismo com 

Cry4Aa 134 20 e 45 Cx> An ≥ Ae Cry4Ba, Cry11Aa, Cyt1Aa, Cyt2Ba 

Cry4Ba 128 18 e 45 An ≥ Ae > Cx Cry4Aa, Cry11Aa, Cry10Aa, Cyt1Aa, Cyt2Aa 

Cry11Aa 72 30-33 e 34-38 Ae ≥ Cx >An Cry4Aa, Cry4Ba, Cyt1Aa, Cyt2Ba 

Cry10Aa 78 58-68 Ae > Cx Cyt1Aa, Cry4Ba 

Cyt1Aa 27 22-25 Cx ≥ Ae > An Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa, Cry10Aa 

Cyt2Ba 29 22,5 Cx ≥ Ae > An Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa 

Cyt1Ca 57 Nd Nd Nd 
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Figura 10: Modelo de sinergismo entre as toxinas Cyt1Aa e Cry11Aa. Cyt1Aa sinergiza 

Cry11Aa funcionando como um receptor ligado à membrana (SOBERÓN, et al., 2007). 

O mecanismo de sinergismo descrito entre as toxinas Cry11Aa e Cyt1Aa, 

também pode ser aplicada a interação entre Cyt1Aa e Cry4Ba, em que da mesma 

forma, Cyt1Aa funciona como um receptor (CANTÓN, et al., 2011). Assim, Cyt1Aa 

pode aumentar a atividade larvicida de Cry4Ba contra A. aegypti, atuando como um 

receptor ligado as vesículas da borda escovada da membrana apical (BBMVs) de A. 

aegypti, fixando Cry4Ba e promovendo a sua oligomerização (ELLEUCH et al., 2015).  

Outros estudos mostram o efeito sinérgico entre toxinas Cry. Assim, 

experimentos combinando Cry4Aa e Cry11A in vitro, após ativação destas com 

tripsina, podem produzir níveis elevados de citotoxicidade para células de Aedes 

albopictus (Diptera:Culicidae) (CÔRREA, et al., 2012). Com relação a proteína 

Cry10Aa, estudos relatam sua ação sinérgica com Cyt1Aa contra larvas de A. aegypti 

(HERNÁNDEZ-SOTO, et al., 2009) e com Cry4Ba contra larvas de C. pipiens 

(DELÉCLUSE et al., 1988). Em estudos realizados com larvas de espécies de 

Simulium spp. (Diptera: Simuliidae), relatam que Cry10Aa e Cyt1Aa não eram tóxicos 

quando administrados isoladamente, mas capazes de sinergizar a atividade das 

toxinas Cry4B e Cry11Aa, e em adição, Cyt1Aa seria ainda capaz de aumentar a 

atividade de Cry4Aa (MONNERAT et al., 2014). 

A toxicidade de Cyt1Ca, Cyt2Ba e Cyt1Aa, expressos em E. coli, contra larvas 

de A. aegypti e a capacidade destes de aumentar a atividade de Cry4Aa são descritas, 

mostrando que nenhuma atividade foi exibida por qualquer uma dessas três proteínas 
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quando testadas individualmente, com exceção de Cyt1Ca não é capaz de aumentar 

a toxicidade de Cry4Aa (MANASHEROB, et al., 2006). A falta de toxicidade de 

Cyt1Ca, e consequente incapacidade de sinergismo com proteínas Cry, é 

possivelmente relacionada a presença de um domínio adicional β-trevo (β-trefoil) na 

sua região C-terminal, sendo este domínio semelhante a uma β-ricina que pode 

interferir na inserção e organização de Cyt1Ca na membrana da célula do hospedeiro 

(MANASHEROB et al., 2006). A proteína Cyt2Ba também pode interagir com 

Cry11Aa, apresentando uma maior atividade tóxica para A. albopictus quando 

comparado ao uso individual dessas toxinas (CÔRREA, et al., 2012). 

Apesar dos vários relatos de que Cyt1Aa possui baixa toxicidade quando 

utilizada sozinha, estudos recentes relatam que esta toxina apresenta toxicidade 

contra a mosca da fruta do Mediterrâneo, Ceratitis capitata (Diptera:Tephritidae), 

fornecendo, pela primeira vez, evidências da atividade inseticida de uma estirpe de B. 

thuringiensis contra C. capitata, identificando esta δ-endotoxina como a única com 

potencial para controlar este inseto-praga (VIDAL-QUIST, et al., 2010).  

2.4.3 Plasmídeos de B. thuringiensis subsp. israelensis  

Como dito anteriormente, Bacillus thuringiensis subsp. israelensis produz sete 

toxinas formadoras de cristais, sendo elas Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, 

Cyt1Aa, Cyt2Ba e Cyt1Ca, que são encontradas em um único plasmídeo chamado 

pBtoxis (BERRY, et al., 2002). O plasmídeo pBtoxis possui uma sequência completa 

de 127.923 pb e além de abrigar genes que codificam as proteínas Cry e Cyt, possui 

também outras 125 sequências que codificam proteínas que podem estar envolvidas 

com funções relacionadas a regulação de genes e processos fisiológicos, assim como 

a esporulação e germinação (STEIN et al., 2005). 

Sequências que codificam duas proteínas regulatórias, P19 e P20, também 

foram observadas no plasmídeo pBtoxis e podem estar relacionadas com a formação 

de cristal e aumento da viabilidade celular, atuando como chaperonas (GALVÃO et 

al., 2009). 

B. thuringiensis subsp. israelensis possui também três pequenos plasmídeos 

menores denominados de pTX14-1, pTX14-2 e pTX14-3. O plasmídeo pTX14-1 

possui um tamanho de 5.2 Kb, o plasmídeo pTX14-2 possui 6.8 Kb e a sequência de 

pTX14-3 possui 7.6 Kb (GALVÃO et al., 2009). Estes plasmídeos possuem genes que 

codificam proteínas relacionadas com a replicação (REP), mobilização (MOB) e uma 

http://mic.microbiologyresearch.org/search?value1=Robert+Manasherob&option1=author&noRedirect=true
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região que codifica um polipeptídeo contendo um domínio central com elementos 

repetitivos semelhantes ao colagéno eucariótico, denominada como proteínas do tipo 

colágeno para Bacillus (BCOL) (ANDRUP et al., 1991; ANDRUP, et al., 1994; 

ANDRUP et al., 2003).  

Recentemente, o sequenciamento do genoma do isolado B. thuringiensis subsp. 

israelensis AM65-52 revelou um novo plasmídeo de 360 kb, sendo nomeado de 

pAM65-52-1-360K. O plasmídeo pAM65-52-1-360K codifica vários transportadores de 

metabólitos, e carrega também genes que codificam a proteína DNA translocase FtsK 

necessária para a replicação, recombinação e mobilização, o que poderia permitir sua 

transferência entre isolados de B. thuringiensis subsp. israelensis (BOLOTIN, et al., 

2016).  Outro grande plasmídeo, denominado pBTHD789-2, com um tamanho igual a 

235 kb, é descrito como um plasmídeo conjugativo e está presente em todos os 

genomas de B. thuringiensis subsp. israelensis sequenciados até o momento 

(BOLOTIN, et al., 2016).  

2.5 Base de dados e estudos genômicos com B. thuringiensis 

2.5.1 Base de dados genômicos de B. thuringiensis 

A busca por tecnologias que fornececem informações genômicas de maneira 

rápida, precisa e de baixo custo levou ao desenvolvimento de tecnologias de 

sequenciamento de nova geração (Next Generation Sequencing- NGS) (METZKER, 

2010). Assim, ao contrário dos métodos convencionais, as tecnologias NGS se 

destacam principalmente pela capacidade de produzir uma grande quantidade de 

dados de sequências em um tempo relativamente curto (XU, 2014 b).  

Desde a sua introdução, as tecnologias de NGS permitiram uma grande 

variedade de aplicações que vão além de apenas um sequenciamento genômico, 

possibilitando também análises metagenômicas, estudos comparativos e evolutivos 

em grande escala, estudos epigenéticos, possibilitando a descoberta de novos sítios 

de ligação de proteínas, a detecção de polimorfismo, pesquisas com sequências de 

RNA, sequenciamento de exoma (conjunto de exóns), estudos para melhoramento de 

plantas e estudos sobre o microbioma humano (METZKER, 2010; MACLEAN, et al., 

2009; XU, 2014  b).  

O surgimento de tecnologias de NGS também significou um marco importante 

no sequenciamento de genomas de bactérias com importância econômica, permitindo 

a aquisição de um grande número de sequências em apenas algumas horas ou dias 
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(LOMAN et al., 2012 a), proporcionando assim uma oportunidade para a realização 

de estudos abordando diferenças filogenéticas e funcionais (ALCARAZ, et al., 2010).  

Neste contexto, dada a sua grande importância no controle biológico de insetos, 

diversos genomas de B. thuringiensis têm sido amplamente sequênciado e divulgado 

em banco de dados, permitindo o acesso a informações sobre a organização 

cromossômica de diferentes estirpes desta espécie. Até o momento existem 255 

genomas completos de B. thuringiensis de várias subespécies depositados no banco 

de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).  

Com relação a distribuição dos dados genômicos de B. thuringiensis no banco 

de dados de sequências referências - RefSeq (NCBI Reference Sequence Database) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), há 193 depósitos que apresentam sequências 

genômicas tendo como principais características um tamanho médio de 6,1 Mb, 

quantidade média de proteínas de 6132 e uma porcentagem mécdia de G+C igual a 

35.  Esses dados ainda são distribuídos em 21% de genomas completos (cromossomo 

e plasmídeos) e 9% de cromossomos, e em diferentes níveis de montagens, do qual 

32% dos genomas estão disponíveis a nível de scaffolds e 38% a nível de contigs, 

sendo estes dois últimos comumente denominados de drafts (Figura 11, A). Já com 

relação a nomeação, 68% dos genomas são descritos apenas como B. thuringiensis, 

29% como genomas de 41 subespécies diferentes, e 3% como B. thuringiensis subsp. 

israelensis, do qual são representados pelos genomas das estirpes 4Q7 

(NZ_JEOC00000000), ATCC35646  (AAJM00000000) (ANDERSON, et al., 2005), 

HD-789  (DOGGETT et al., 2013), IBL 4222 (ACNK00000000), IBL 422 

(ACNL00000000) (ZWICK et al., 2012), HD 1002 (JOHNSON et al., 2015) e  uma 

estirpe acristalífero utilizado para  transformação (JEONG et al, 2014) (Figura 11, B).  
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Figura 11: Representação gráfica de base de dados de genomas da espécie B. 

thuringiensis obtidos a partir do banco RefSeq. A. Porcentagem de genomas distribuídos 

em nível de montagem. B. Porcentagem de genomas descritos apenas como B. thuringiensis, 

de genomas de B. thuringiensis subsp. israelensis e de outros genomas relatado como outras 

subespécies.  

Vários destes genomas sequenciados de B. thuringiensis têm sido divulgados 

em forma de artigos científicos, descrevendo principalmente o tamanho do genoma, 

conteúdo G+C, tRNAs, rRNAs, plasmídeos e proteínas inseticidas presentes 

(CHALLACOMBE et al., 2007; JOHNSON, et al., 2015, KANDA et al., 2015).  

  Esses artigos podem ainda ser divididos com relação a gama de hospedeiros, 

trazendo descrições de genomas de estirpes de B. thuringiensis com toxicidade para 

ambas as ordens Lepdoptera e Diptera (ZHU et al, 2011; HE et al., 2011; PALMA et 

al., 2014b; GUAN et al., 2012; BARBOSA et al., 2015), somente para Lepdoptera 

(PALMA et al., 2014c; LIU et al., 2013; MURAWSKA et al., 2013), para Coleoptera 

(RUSCONI et al., 2015; ZORZETTI et al., 2015), com atividade nematicida 

(IATSENKO et al., 2014; WANG et al., 2014; LIU et al., 2014 a), com atividade 

moluscicida (WANG et al., 2013), estipe antagonista contra fitopatógenos (JEONG et 

al., 2016) e com atividade quitinolítica (MARCON et al., 2014). 

Além disso, há também anúncios científicos de sequenciamentos genômicos de 

estirpes de B. thuringiensis acristalíferas consideradas modelos genéticos, utilizadas 

para transformação, que podem contribuir para estudos estruturais e funcionais de 

genomas desta espécie, possibilitando análises de expressão e regulação de genes 

(SHEPPARD et al., 2013; HE et al., 2010).  

Com relação as sequências de plasmídeos disponibilizadas em banco de dados, 

até o momento exitem 290 depósitos de plasmídeos de B. thuringiensis 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/plasmids/486). O sequenciamento de 
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plasmídeos desta espécie têm permitindo diversos estudos descrevendo o padrão de 

organização plasmidial (WANG et al., 2013b), identificando o tipo de processo 

replicativo (LI et al., 2009; LOEZA-LARA, et al., 2005), permitindo a descoberta e 

caracterização de novos plasmídeos (HUANG et al., 2007) e de novas proteínas 

inseticidas presentes (LOEZA-LARA et al., 2005).  

2.5.2 Estudos genômicos envolvendo a espécie B. thuringiensis 

O aumento crescente de dados de sequências genômicas completas após o 

advento das novas tecnologias de sequenciamento, criaram a possibilidade de se 

realizar estudos pangenômicos de espécies bacterianas, que ao contrário do uso de 

marcadores moleculares tradicionais, como o gene ribossomal 16S, podem evidenciar 

melhor as relações filogenéticas e a diversidade existente entre micro-organismos 

(CHUN e RAINEY, 2014). 

Um pangenoma pode ser definido como o conjunto completo de genes de todas 

as cepas de uma espécie ou grupo, sendo composto de um genoma central, contendo 

genes presentes em todas as cepas, um genoma acessório, contendo genes 

presentes em duas ou mais cepas e genes únicos para cepas individuais (MEDINI, et 

al., 2005).  

À medida que mais sequências de genomas inteiros de uma espécie ou grupo 

se tornam disponíveis, o tamanho do pangenoma dessa espécie ou grupo pode 

aumentar, devido ao aumento do número de genes acessórios (LAING et al., 2010). 

Neste contexto, um pangenoma pode ainda ser classificado em aberto ou fechado. 

Um pangenoma aberto indica a possibilidade de aumento de novos genes a medida 

que uma nova sequência genômica é adicionada à análise, enquanto um pangenoma 

fechado é caracterizado por apresentar aquisição limitada de novos genes (MEDINI, 

et al., 2005). 

Dessa forma, a disponibilidade de sequências completas de genomas tem 

possibilitado estudos de genômica comparativa com importantes micro-organimos, 

utilizando uma abordagem pangenômica. Neste sentido, a comparação de genomas 

de bactérias do ácido lático, por exemplo, tem possibilitado uma melhor compreensão 

da diversidade do sistema proteolítico dessas bactérias que são amplamente 

utilizadas na indústria alimentícia (LIU et al., 2010 b).  Já estudos com genomas da 

espécie Escherichia coli, uma bactéria considerada como modelo para estudos de 

processos envolvidos com evolução do genoma bacteriano, tem evidenciado a 



45 

 

diversidade dentro dessa espécie (LUKJANCENKO et al., 2010). De maneira 

semelhante, o sequenciamento de genomas da bactéria Salmonella entérica, uma 

importante bactéria patogênica zoonótica, permitiu a análise comparativa entre 

diferentes sorotipos desta espécie (JACOBSEN, et al., 2011).  

Neste contexto, uma grande quantidade de genomas de espécies do grupo B. 

cereus tem sido sequenciados e publicados (VAN DER AUWERA et al., 2013), sendo 

representado principalmente pelas espécies de maior interesse econômico, incluindo 

assim, além de B. thuringiensis, as espécies B. cereus, um agente patológico 

oportunista que causa intoxicação alimentar (NARANJO et al., 2011) e B. antrhacis, 

bactéria que causa a doença Anthrax (BAILLIE e READ, 2001).   

Assim, estudos comparativos envolvendo genomas completos de B. 

thuringiensis estão frequentemente associados ás espécies B. cereus e B. anthracis. 

Estas espécies são geneticamente relacionadas, e a aplicação da genômica 

comparativa têm buscado descrever diferenças funcionais, assim como um melhor 

entendendimento das relações evolutivas entre elas (ALCARAZ, et al., 2010).  

A comparação entre cromossomos das espécies B. thuringiensis, B. cereus e B. 

anthracis mostra escassez de genes específicos e alto grau de sintenia e identidade 

de proteínas (ZWICK et al., 2012; RASKO et al., 2005). Entretanto, apesar disso, 

algumas diferenças são evidenciadas na ordem de genes, rearranjos cromossômicos, 

variações de nucleotídeos e a presença de fagos em algumas espécies (RASKO et 

al., 2005).   

Ao contrário de B. anthracis, estudos pangenômicos de B. thuringiensis 

demonstra que essa espécie possui pangenoma aberto, assim como o de B. cereus, 

sugerindo que essas duas últimas espécies podem facilmente trocar ou adquirir 

material genético com outras bactérias que se encontram no mesmo nicho colonizado 

por estas (FANG et al., 2011). Além disso, análises filogenéticas sugerem que B. 

anthracis representa uma linhagem genética distinta, do qual divergiu recentemente 

de B. cereus e B. thuringiensis (RASKO et al., 2005). 

Em um estudo pangenômico em nível de gênero Bacilli, do qual o grupo B. 

cereus pertence, incluindo assim B. thuringiensis, B. cereus e B. antrhacis, foi 

demonstrado que existe variabilidade em genes que acreditava-se ser altamente 

conservados entre espécies pertencentes à Bacilli. Assim são evidenciandas 

diferenças no conteúdo gênico envolvido com processo de esporulação, tais como 

genes codificantes de sensores de quinases, proteínas de revestimento de esporos e 
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pequenas proteínas solúveis em ácidos envolvidas na dessecação e resistência a UV 

dos esporos (ALCARAZ, et al., 2010). Neste contexto, Alcaraz et al. (2010) sugere 

que esses genes evoluíram para responder a sinais específicos para diferentes 

ambientes, e a variação é então necessária para responder a diferentes estímulos 

ambientais, sugerindo que Bacilli se especializou geneticamente para permitir a 

ocupação de diversos habitats e nichos.  

De maneira semelhante, a análise comparativa entre as espécies B. 

thuringiensis, B. cereus, B. anthracis e Bacillus subtilis, mostram que apesar das 

categorias funcionais de proteínas serem semelhantes em todos os genomas, são 

identificadas diferenças nas vias de transdução de sinal, transportadores de 

membrana, estruturas da parede celular e proteínas da camada S (ANDERSON, et 

al., 2005).  

A identificação e as relações filogenéticas das bactérias do grupo B. cereus 

apresentam bastante controvérsia, e devido a isto, Liu et al. (2015), com o intuito de 

melhorar a taxonomia dessas bactérias, realizou um estudo filogenético utilizando 224 

genomas completos de bactérias do grupo B. cereus. Assim, de acordo com seus 

resultados, de 224 genomas utilizados, 149 estão identificados erroneamente ao nível 

de espécie, em que espécies classificadas como B. cereus ou B. thuringiensis, por 

exemplo, deveriam ser reclassificadas como B. anthracis, e outras 19 estirpes 

anteriormente identificadas como B. cereus e uma como Bacillus weihenstephanensis 

deveriam ser reclassificadas como Bacillus mycoides. 

Além disso, Liu et al., 2015, mostrou que devido a sua alta conservação, a 

sequência de RNA ribossomal 16S não é suficiente para diferenciar bactérias dentro 

do grupo B. cereus, propondo uma identificação rápida de isolados dentro deste grupo 

a partir do gene pycA (Piruvato carboxilase) e, quando necessário, do gene ccpA 

(Proteína A de controle de catabólitos). 

 

 



47 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Isolados de B. thuringiensis subsp. israelensis    

Os isolados T0124, T0131, T0137 e T0139 de B. thuringiensis subsp. israelensis, 

que apresentam diferentes toxicidades para larvas de A. Aegypti e C. quinquefasciatus 

(Tabela 2), foram obtidos a partir da bacterioteca do Laboratório de Manejo Integrado 

de Pragas da Fundação Universidade Federal do Tocantins (UFT). 

Tabela 2. Concentrações letais (CL50 e CL95) de isolados de B. thuringiensis subsp. 

israelensis contra larvas de A. Aegypti e C. quinquefasciatus apresentando diferentes 

toxicidades. 

 

 Fonte:( DIAS e AGUIAR, 2016). 

        Os isolados, preservados em tiras de papel dessecado, foram cultivados 

primeiramente em placas de Petri contendo meio LB sólido (Lurian Bertani) (triptona 

10 g/l, extrato de levedura 5 g/l, NaCl 10 g/l, Ágar 20 g/l, pH 7,0), sendo posteriormente 

incubados em estufa bacteriológica à 28°C por 16 horas. Após o período de 

incubação, uma colônia de cada isolado foi inoculada com o auxílio de uma alça de 

platina esterilizada em 50 mL de meio LB líquido (triptona 10 g/l, extrato de levedura 

5g/l, NaCl 1,5 g/l, pH 7,0) e colocadas sob agitação a 200 rpm, por 16 horas à 28°C 

e, para posterior extração de DNA.   
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3.2 Extração do DNA e sequenciamento dos genomas 

 Para o sequenciamento do genoma, o DNA total (cromossômico e plasmidial) 

foi extraído das culturas crescidas por 16 horas utilizando o kit Wizard genomic DNA 

Purification (Promega), de acordo com as instruções do fabricante. O DNA total 

purificado foi então sequenciado a partir da plataforma MiSeq (Illumina, EUA), 

localizada no Centro Genômico de Alto Desempenho do Distrito Federal (Brasília-

Brasil), no modo paired-end, que se caracteriza pelo sequenciamento dos fragmentos 

a partir de ambas as extremidades (ILLUMINA, 2016).  

3.3 Avaliação de qualidade  

Após obtenção dos dados de sequenciamento, as bibliotecas de reads foram 

então analisadas quanto á qualidade a partir do softwere FastQC v 0.11.3, que permite 

monitorar graficamente o valor da qualidade em cada base dos reads (ANDREWS, 

2015). 

3.4 Montagem e anotação dos genomas 

As etapas de montagem e anotação dos cromossomos e plasmídeos dos 

isolados T0124, T0131, T0137 foram realizadas no Laboratório de Baculovírus-UNB, 

a partir de ferramentas do programa Geneious v.10.0.5 (DRUMMAND, et al., 2012), 

conforme o desenho esquemático abaixo.   
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3.4.1 Desenho esquemático da metodologia utilizada para montagem e anotação dos 

genomas: 
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3.4.2 Montagem dos cromossomos 

Antes de realizar as montagens, foi necessário realizar o pareamento de reads 

correspondentes de uma mesma sequência a partir da opção Set paired (Geneious 

R10), com as configurações para a tecnologia Illumina utilizada para sequenciamento 

dos genomas.  A montagem dos cromossomos foi realizada utilizando o cromossomo 

completo de B. thuringiensis subsp. israelensis HD-789  (NCBI n°:  CP003763) 

(DOGGETT, et al., 2013) como referência através da ferramenta Map to Reference 

(Geneious R10), utilizando a configuração de identidade mínima de sobreposição de 

reads de 80%.  

Após mapeamento dos reads com a referência, esta foi excluída e a sequência 

consenso (localizada acima da montagem) foi calculada, utilizando um limite 

correspondente de pelo menos 25% das sequências de bases para serem 

representadas no consenso. A sequência consenso foi então extraída e utilizada para 

ser mapeada contra os reads, aumentando o parâmetro de identidade mínima de 

sobreposição de reads para 90%.  

Ao final da montagem os cromossomos foram ainda comparados com a 

referência a partir do programa BRIG (Blast Ring Image Generator) (ALIKHAN, et al., 

2011), uma ferramenta que permite a comparação e vizualição de genomas   

procariotas usando BLAST. 

3.4.3 Montagem de plasmídeos 

           A montagem de plasmídeos foi feita a partir do método “de novo”, utilizando 

reads filtrados da montagem do genoma, ou seja, que não foram utilizados nesta 

etapa.  O montador Geneious (Geneious R10) foi utilizado, a partir de configurações 

de sensibilidade médio-baixa e permitindo que contigs com extremidades 

correspondentes circularizassem. A partir do NCBI Taxonomy Browser 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1428) foram 

obtidas sequências completas de plasmídeos encontrados na espécie B. 

thuringiensis, e então criado um banco de dados, a partir da ferramenta BLAST> Add/ 

Remove Databases (Geneious R10).  

            Os contigs montados foram então mapeados contra o banco de plasmídeos a 

partir da ferramenta Custom BLAST. O mapeamento entre um contig e um plasmídeo 

do banco de dados que cobrisse no mínimo 5% do tamanho deste plasmídeo foi o 

critério utilizado para selecionar contigs para seguir com a próxima etapa de 
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montagem (FANG, et al., 2011).  Assim, os contigs que atenderam ao critério de 

escolha, foram mapeados com os reads a partir da ferramenta Map to Reference, 

utilizando configurações de sensibilidade customizadas com identidade mínima de 

sobreposição de reads de 90%. Utilizando como critério uma cobertura mínima de 

10x, o contig foi então alinhado com o plasmídeo referência, e ao apresentar uma 

identidade mínima de 85% de pareamento de bases, a montagem foi então 

considerada finalizada. 

Após as montagens, os contigs não circulares, foram submetidos a 

circularização mediante análise de erros derivados de regiões duplicadas, verificadas 

a partir da ferramenta Dotplot (Self) e retirada dos mesmos.  

            3.4.4 Anotação dos cromossomos e plasmídeos  

A anotação dos cromossomos e plasmídeos foi feita a partir de referências, do 

qual foram utilizados o cromossomo HD-789 (NCBI n°:  CP003763) e os plasmídeos 

pTX14-1 (NCBI n°: NC_002091), pTX14-2 (NCBI n°: NC_004334), pTX14-3 (NCBI n°: 

X56204), pBTHD789-2 (NCBI n°: NC_018509), pBtoxis (NCBI n°: NC_010076), e o 

pHD1002-1 (NCBI n°: NZ_CP009349). Essas referências foram mapeadas contra as 

sequências cromossomais e extracromossmais montadas utilizando a ferramenta Map 

to Reference, seguida da ferramenta Transfer Annotations (Geneious R10), com uma 

configuração de transferência de anotação ≥ 85% de identidade. Regiões que não 

tiveram o mínimo de similaridade exigida para a transferência de anotação, foram 

anotadas por meio do NCBI-Blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

A classificação funcional das proteínas anotadas dos cromossomos e grandes 

plasmídeos foi realizada partir do programa on-line OrthoVenn, a partir de GO (Genes 

Orthologous) compartilhados por todos os isolados, permitindo uma visualização 

gráfica das principais funções moleculares relacionadas (WANG et al., 2015).  

3.5 Análise comparativa 

3.5.1 Comparação entre cromossomos  

          As comparações entre os cromossomos deste estudo foram realizadas a partir 

da ferramentas CGView (GRANT e STOTHARD ,2008), uma ferramenta própria para 

genômica comparativa de cromossomos circulares. O CGView usa a ferramenta 

BLAST para comparar uma sequência primária com até outras três sequências, 

gerando como resultado um mapa gráfico. Neste mapa, regiões divergentes entre uma 
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porção da sequência primária e qualquer parte de uma sequência de comparação 

destacam-se como regiões de cor clara, enquanto regiões bem conservadas dão 

origem a arcos de cor escura.  

3.5.2 Comparação de plasmídeos  

A comparação entre os respectivos plasmídeos dos isolados foi feita por meio 

da análise de clusters de genes ortólogos e únicos, identificados e vizualizados a partir 

do programa OrthoVenn (WANG, et al., 2015), com base em sequências de 

aminoácidos anotadas. Para a execução do programa foram adotados os parâmetros 

de e-value 10-5 e inflation value de 1,5. Os resultados são gerados em forma de 

Diagrama de Venn, sendo ainda possível a visualização de dados estatísticos, assim 

como a análise de sequências de cópias únicas (singletons) e anotação de clusters. 

3.5.3 Determinação e comparação de fatores de virulência  

Para a identificação de outros genes virulentos encontrados na espécie B. 

thuringiensis, um banco de dados foi criado com dez importantes fatores de virulência 

obtidos a partir do NCBI, sendo representadas por duas metaloproteases (inha1 e 

inha2), três fosfolipases (pi-plc, pc-plc e smase-c) e cindo enterotoxinas (cytk, entfm, 

bcet, hbl e nhe), com os respetivos números de acesso: AFQ25046, AAL16094, 

CAB69804 ACX71486Y, OFD01732, YP_035346, AY789084, D17312, AB099298, 

AB099298. O banco foi criado a partir da ferramenta Custom Data-base (Geneious v 

10.0.5).  

Para identificar os fatores de virulência foi utilizado a opção Custom BLAST 

(Geneious v 10.0.5), onde os cromossomos foram mapeados contra o banco de 

dados, identificando os fatores presentes. A comparação dos fatores de virulência de 

cada cromossomo foi realizada a partir de alinhamento, utilizando o plugin MAFFT v 

7.222 (KATOH et al., 2002). 

3.5.4 Análise filogenética e MAUVE utilizando outras 14 sequências 

cromossomais de B. thuringiensis 

A análise filogenética e alinhamento MAUVE foram feitos a partir dos drafts dos 

cromossomos dos isolados T0124, T0131, T0137 e de outros 14 cromossomos 

completos de B. thuringiensis, obtidas a partir do NCBI, com os respectivos números 

de acesso: CP012099.1, CP015350.1, CP013055.1, CP015150.1, CP016588.1, 
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CP014282.1, CP009335.1, CP009720.1, CP010088.1, CP009600.1, CP013274.1, 

CP003763.1 e CP013275.1 e CP015350.1. 

 A análise filogenética foi feita a partir de sequências de aminoácidos utilizando 

o programa CVTree3 v.3 (Composition Vector Tree) (GUANGHONG et al., 2015), 

utilizando os parâmetros k=6 e tipo= aa (aminoácidos), e o método de neighbor-joining 

(NJ) (SAITOU e NEI, 1987) para a construção da árvore. A árvore filogenética foi 

editada utilizando o programa FigTree v1.4.3 (RAMBAUT, 2012).  

O programa MAUVE (Multiple Genome Alignment) foi utlizado para fazer o 

alinhamento múltiplo em Blocos Localmente Colineares (BLCs) dos cromossomos, 

utilizados na construção da árvore filogenética, com a finalidade de verificar rearranjos 

gênicos, assim como inversões, inserções, deleções ou duplicação entre as 

sequências. Nesta análise foram utilizados os parâmetros de peso mínimo de BLC 

igual a 69 (DARLING, et al., 2004), e o alinhador MUSCLE. Nesta análise, os genomas 

foram organizados com o mesmo ínicio, para que inversões que aparecerem 

pudessem ser consideradas reais.   
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4. RESULTADOS 

4.1. Análise dos dados de sequenciamento 

Um total de 2.231.604 reads foram obtidos para o isolado T0124, 2.150.084 de 

reads para T0131, 1.896.648 reads para T0137 e 1.933.790 reads para T0139 (Tabela 

3).  Esses reads possuem um tamanho médio que varia de 148 à 146 pb, 

proporcionando uma cobertura média variando de 46 à 54 X para o genoma dos 

isolados.   

Tabela 3: Características dos isolados e seus respectivos dados de sequenciamento.  

 

Características gerais 

Isolados 

T0124 T0131 T0137 T0139 

Fonte de Isolamento Solo Solo Solo Solo 

Origem geográfica Gurupi-TO Gurupi-TO Gurupi-TO Gurupi-TO 

Paired ends reads (n°) 2.231.604 2.150.084 1.896.648 1.933.790 

Tamanho médio de reads (pb) 148,3 146,8 148,7 146,2 

Cobertura (n° de reads) 54 51,3 46 46 

 

Na análise de qualidade dos dados iniciais, representada pela figura 12, é 

possível notar que a maioria das sequências dos isolados apresentam qualidade 

Phred superior a 28, correspondendo a uma acurácia de leitura de bases maior que 

99%. Portanto, não foi necessário fazer filtragem de qualidade e de bases N (bases 

não sequênciadas).  
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Figura 12: Gráficos de qualidade dos dados de sequenciamento obtidos para os quatro 

isolados. Análise das sequências de T0124 (A); T0131 (B); T0137 (C) e T0139 (D). Na linha 

vertical estão representados os valores de Phred score e na horizontal a posição em 

nucleotídeos das sequências de reads. Qualidades consideradas boas se encontram na 

porção verde, intermediárias na porção amarela e ruins na porção vermelha.  

4.2 Montagem dos genomas  

4.2.1 Montagem dos cromossomos 

A montagem do DNA cromossomal dos isolados T0124, T0131, T0137 foi 

realizada utilizando-se como referência o cromossomo completo da bactéria B. 

thuringiensis subsp. israelensis HD-789 (NCBI n° CP003763). Os cromossomos 

montados foram nomeados de acordo com seus respectivos isolados: T0124, T0131, 

T0137 e T0139.  
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Figura 13: Mapa comparativo entre os cromossomos montados e o genoma usado 
como referência. Os aneís externos representam T0124, T0131, T0137 e T0139 e o anél 
interno o genoma CP003763 usado como referência. As medidas de identidade, entre 80% e 
100%, são feitas a partir da tonalidade clara à mais escura de acordo com a legenda. O 
percentual de conteúdo G+C é demonstrado no gráfico interno preto. 

O mapeamento dos reads possibilitou a cobertura de 98% do tamanho do 

genoma do isolado HD-789 em todas as montagens, recuperando a grande maioria 

das sequências codificantes, mostrando que esta referência pode proporcionar uma 

boa ordenação das bibliotecas de reads.  

A figura 13 mostra uma representação gráfica do alinhamento entre os 

cromossomos já montados, representados pelos anéis coloridos externos, e a 

referência, representado pelo círculo interno. A partir do gradiente de cor é possível 

notar que as montagens possuem, em sua maior parte, identidade de 100% com a 

sequência de HD-789. Regiões com menos de 80% de identidade aparecem como 

espaços em branco em cada anel. Além de indicarem baixa identidade, essas regiões 

indicam também a falta de cobertura, sendo claramente representada por duas 

sequências de prófagos, localizados no cromossomo de referência entre os intervalos 
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3.407.568 - 3.4051.845 pb e 4.278.610 – 4.319.513 pb, que por sua vez, estão 

ausentes em T0124, T0131, T0137 e T0139 (Figura 13).  

Isso pode ser melhor visualizado no mapeamento dos reads contra a referência 

HD-789 na figura 14 A, mostrando uma grande região sem cobertura correspondente 

a uma das sequências de prófago. As extremidades de sequências de reads nesta 

região mostram-se vinculados, ou seja, apresentam indícios de que são contíguos 

após a região sem cobertura, provando que essas sequências de prófagos não se 

encontram nos cromossomos deste estudo (Figura 14, A). 

Apesar de não serem evidenciadas na figura 13, outras regiões sem cobertura 

são representadas por regiões ribossomais 16S e 23S, ocasionadas por erro de 

mapeamento (Figura 14, B) 

 

Figura 14: Representação de regiões sem cobertura na montagem dos reads com a 

referência.  A. Extensa região sem cobertuta, caracterizada por um dos prófago presente no 
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genoma de referência e ausente no genoma montado. Linha azul indica reads contíguos. B. 

Região sem cobertura nas extremidades de genes 23S e 16S no genoma montado. Setas 

duplas indicam regiões sem cobertura. Imagens são representadas pela montagem do 

cromossomo T0137.  

Os cromossomos T0124, T0131, T0137 e T0139 apresentam ainda outras 

pequenas regiões sem cobertura distribuídas ao longo de suas sequências, que 

podem ser explicadas pelo uso de short reads, resultantes do sequenciamento Mi-seq 

Illumina. O mapeamento dos reads também apresentou regiões com alta cobertura, 

que por sua vez, são representadas por sequências repetitivas. Essas regiões 

correspondem a genes codificantes de subunidades ribossomais 16S e 23S (Figura 

15, A) e por transposases (Figura 15, B). 

Figura 15: Regiões com alta cobertura nos genomas. Alta cobertura em sequência   

codificante para as subunidades ribossomal 16S e 23S (A) e para uma transposase (B). 
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Destaque vermelho é colocado nas regiões de alta cobertura. Imagens são representadas 

pela montagem do cromossomo T0137.  

A tabela 4 mostra as características gerais das montagens de T0124, T0131, 

T0137 e T0139, dos quais apresentam um tamanho médio estimado de 5.414 kb, com 

uma porcentagem equivalente a 35% de G+C. Apesar de conter regiões sem 

coberturas (representados por bases N), estes representam menos de 1% do tamanho 

destes cromossomos. Foi ainda possível notar que a montagem de T0137 apresentou 

a maior quantidade de reads mapeados, apresentando 636.458 reads, resultando 

assim na maior cobertura média entre as montagens (17X), e na menor porcentagem 

de bases N (0,06%) (Tabela 4). 

Tabela 4: Características de montagem com referência (CP003763) dos cromossomos 

T0124, T0131, T0137 e T0139.  

 

Características gerais 

Cromossomos 

T0124 T0131 T0137 T0139 

Reads mapeados (n°) 375.124 377,310 636.458 405.008 

Cobertura média (n° de reads) 10,2 10,3 17,5 11,0 

Desvio padrão de cobertura 7,9 5.3 10,5 6,8 

Tamanho do genoma (pb)  5.414.363 5.414.369 5.414.369 5.414.367 

Bases N (%) 0,5 0,1 0,06 0,1 

Conteúdo G+C (%) 35,2 35,3 35,3 35,3 

*Cálculo da cobertura média foi feita utilizando a fórmula apresentada no Anexo. 

4.2.2 Montagem de plasmídeos 

A montagem de plasmídeos foi realizada a partir de reads não mapeados nos 

cromossomos, e suas características são apresentadas na tabela 5.  

Foram montados quatro contigs circulares com tamanhos de 5,4, 6,8, 7,6 e 235 

Kb para o isolado T0124. Já para os demais isolados foram montados três contigs 

circulares com tamanhos de 5,4, 7,6 e 235 Kb para o isolado T0131, com tamanhos 

de 5,4, 6,8 e 7,6 para o isolado T0137 e de 5,4, 6,8 e 235 Kb para o isolado T0139 

(Tabela 5).  Estes contigs apresentaram uma identidade superior a 99% com os 

elementos extracromossomais pTX14-1 (NC_002091), pTX14-2 (NC_004334), 

pTX14-3 (X56204), pBTHD789-2 (NC_018509).  
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Tabela 5: Características de montagem de novo para plasmídeos dos isolados 1 

T0124, T0131, T0137 e T0139.  

Características Isolados 

T0124 T0131 T0137 T0139 

Reads não mapeados no 
cromossomo (n°) 

1.856.451 1.772.775 1.260.191 1.528.783 

Contigs (n°) 9.765 7.735 5.460 6.474 

Contigs >= 100 pb (n°) 9.749 7.720 5.455 6.445 

N50 271 282 295 299 

Contigs >= 1000 pb (n°) 40 41 35 40 

N50 36.657 30.658 79.344 44.345 

Contigs circulares 4 3 3 3 

 
Outros plasmídeos foram montados a partir do mapeamento de contigs lineares 

que apresentaram match com os plasmídeos pBtoxis (NC_010076), pHD1002-1 

(NZ_CP009349), com tamanhos de 127 e 359 kb, respectivamente cobrindo mais de 

10% destes. Esses contigs foram mapeados contra os reads, e uma vez que tiveram 

boa cobertura, tiveram seu tamanho estendido até que se alcançasse o tamanho do 

plasmídeo referência.  

A montagem final contabilizou seis plasmídeos para cada um dos isolados, 

sendo estes nomeados de plasmídeo 1, 2, 3, 4, 5 e 6. O mapeamento dos reads nos 

plasmídeos demonstrou boa cobertura em toda a extensão das montagens, 

resultando em altas coberturas médias para os plasmídeos 1, 2 e 3, variando de 4.000 

à 14.000, e coberturas médias variando entre 20 e 109 para os plasmídeos 4, 5 e 6 

(Tabela 6, Figura 16).  
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Tabela 6: Características finais de montagem dos plasmídeos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 dos 

isolados T0124, T0131, T0137 e T0139. 

*Cálculo da cobertura média foi feita utilizando a fórmula apresentada no Anexo. 

 

 

 Plasmídeos  Cobertura 
média 

Desvio 
padrão 

Tamanho (pb) G+C 
(%) 

Reads 
mapeados (n°) 

 

1 14.326 3.312 5.415 36,3 527.149 

2 15.310 3.005 6.824 36 701.899 

3 5.897 982 7.697 35,3 303.988 

4 109 58,6 127.922 32,4 93.097 

5 41,5 10 235.425 36,6 65.573 

6 23,8 14 359.439 32,3 52.504 

 1 14.244 2.742 5.415 36,3 530.978 

2 14.870 2.408 6.824 36 683.857 

3 5.429 794,6 7.697 35,3 281.377 

4 76,9 41,5 127.923 32,4 66.097 

5 44,5 8,9 235.427 36,6 70.453 

6 20,2 11 359.440 32,3 35.945 

 1 8.118 2.540 5.415 36,3 297.908 

2 8.409 2.676 6.824 36 385.132 

3 3.704 832 7.697 35,3 191.143 

4 124,7 64,4 127.923 32,4 106.772 

5 55,9 15,4 235.425 36,6 88.255 

6 33,5 19,5 359.440 32,3 80.702 

 1 4.585 48,6 5.418 36,3 297.908 

2 12.014 3.013 6.827 36 385.132 

3 4.423 874,9 7.697 35,3 191.143 

4 106 55,6 127.930 32,3 106.772 

5 44 12,1 235.425 36,6 88.255 

6 28 18,2 359.438 32,3 68.506 
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Figura 16: Gráficos de cobertura dos plasmídeos montados. (A) Cobertura do plasmídeo 

1; (B) plasmídeo 2; (C) plasmídeo 3; (D) plasmídeo 4; (E) plasmídeo 5 e (F) plasmídeo 6. O 

eixo x representa a sequência de contigs montados, enquanto o eixo y representa cobertura, 

variando de 0 até a maior cobertura, representando o pico mais alto na montagem ao longo 

da sequência. Imagens são representadas pelas montagens de plasmídeos do isolado T0124.  

4.3. Anotação dos genomas (cromossomal e plasmidial) 

Para aplicar as informações obtidas dos genomas montados, a anotação foi 

realizada. Neste estudo, devido os cromossomos e plasmídeos possuírem um alto 

grau de identidade com as sequências utilizadas como referência nas montagens, a 

anotação também foi realizada a partir destas referências por meio de transferência 

de anotação. 

As características de anotação dos genomas dos isolados T0124, T0131, T0137 

e T0139 apresentam parâmetros similares, sendo então descritas em uma única 

tabela (Tabela 7). No total, foram anotadas 5.358 sequências codificadoras de 

proteínas (coding sequence- CDS), 112 tRNA e 41 rRNA nos cromossomos dos 
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isolados. Já com relação aos plasmídeos, sequências CDS variaram de 3 a 313 

proteínas anotadas (Tabela 7). 

Tabela 7: Características de anotação dos genomas dos isolados T0124, T0131, 

T0137 e T0139. 

Características Cromossomo* P1 P2 P3 P4 P5 P6 

CDS 5.358 3 3 9 113 245 313 

RNAs total (n°) 153 - - - - - - 

tRNA (n°) 112 - - - - - - 

rRNA (n°) 41 - - - - - - 

* Dados representam todos os quatro cromossomos montados, T0124, T0131, T0137 e T0139.  P-1: 
plasmídeo-1; P-2: plasmídeo-2; P-3: plasmídeo-3; P-4: plasmídeo-4; P-5: plasmídeo-5; P-6: plasmídeo-
6;  
 

          Uma vez que o número de regiões codificantes dos cromossomos e plasmídeos 

4, 5 e 6 são superiores a 100 kb, a caracterização global funcional de suas sequências 

foi feita a partir da análise de genes ortólogos. Sequências CDS conservadas entre os 

cromossomos, entre os plasmídeos 4, entre os plasmídeos 5 e entre os plasmídeo 6 

foram caracterizada quanto a sua função molecular (Figura 17). Enquanto a 

caracterização das funções de proteínas dos plasmídeos 4, 5 e 6 representa 100% de 

suas proteínas, a caracterização dos cromossomos representa apenas 97%, pois 

devido a erros de montagem, algumas proteínas foram identificadas erroneamente 

como conservadas apenas para alguns cromossomos, ou seja, como genes 

acessórios ou únicos, sendo então desconsideradas.  

 A maior parte das sequências codificantes comuns a todos os cromossomos 

são representadas por proteínas de ligação iônica (16,3%), transferases (10,2%) e 

Oxirredutases (9,3%) (Figura 17, A). Já o conteúdo de CDSs extracromossomais 

conservados são representados principalmente por genes codificantes de proteínas 

ligantes (18,5%) e de ligação iônica (18,4%) nos plasmídeos 4 (Figura 17, B); 

proteínas de ligação iônicas (13,6%) e de ligação à nucleotídeos (13,6%) nos 

plasmídeos 5 (Figura 17, C); e proteínas de ligação iônicas e proteínas (17%) e 

ligantes (13,3%) para os plasmídeos 6 (Figura 17, D).   
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Figura 17: Descrição das principais funções moleculares de sequências de 

aminoácidos conservadas nos cromossomos e plasmídeos 4, 5 e 6. Descrição de 

proteínas conservadas nos cromossomos (A), nos plasmídeos 4 (B), nos plasmídeos 5 (C) e 

nos plasmídeos6 (D).  
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O plasmídeo 4 apresenta uma identidade de sequência superior a 98% com o 

plasmídeo pBtoxis (NC_010076), e dentre todos os plasmídeos, apenas este abriga 

genes que codificam proteínas tóxicas para Diptera. As proteínas encontradas foram: 

Cry11Aa, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cyt1Aa, Cyt1Ca, Cyt2Ba (Figura 18).  

 

Figura 18: Mapa representativo do plasmídeo 4. Regiões codificantes para as toxinas 

Cry11 Aa, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cyt1Aa, Cyt1Ca e Cyt2Ba são destacadas. Imagem é 

representada pelo plasmídeo 4 do isolado T0124.  

Já com relação aos plasmídeos 1, 2 e 3, todos apresentam regiões codificantes 

homologas a proteínas relacionadas à funções de replicação (REP), mobilização 

(MOB) e uma região que codifica um polipeptídeo contendo um domínio central com 

elementos repetitivos semelhantes ao colagéno eucariótico, sendo então denominada 

como proteínas do tipo colágeno para Bacillus (BCOL) (Figura 19) (ANDRUP, et al., 

1994).  
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Figura 19: Mapas representativos dos plasmídeos 1, 2 e 3. (A) plasmídeo 1, com regiões 

codificantes para MOB1, REP1 e BCOL1; (B) plasmídeo 2 regiões codificantes para MOB2, 

REP2 e BCOL2 e (C) plasmídeo 3 com regiões codificantes para MOB3, REP3 e BCOL3, em 

que MOB é uma proteína envolvida com mobilização, REP é envolvida com replicação, e 

BCOL é uma proteína do tipo colágeno. Apenas ORFs com função identificada são mostradas. 

Imagens são representadas pelos plasmídeos 1, 2 e 3 do isolado T0124.  

4.4 Análises comparativas  

4.4.1 Comparação entre cromossomos  

Na comparação dos genomas é possível notar um alto grau de identidade de 

sequências entre os cromossomos T0124, T0131, T0137 e T0139, correspondendo a 

99%, a partir de blocos contínuos de sintenia, representada pelas regiões coloridas, 

(Figura 20).    

 



67 

 

 

Figura 20. Mapas comparativos entre os genomas T0124, T0131, T0137 e T0139. Cada 

um destaca um dos genomas como a referência e os demais como genomas de comparação. 

A. Genoma T0124 comparado com o T0131 (BLAST 1), T0137 (BLAST 2) e T0139 (BLAST 

3). B. Genoma T0131 comparado com o T0124 (BLAST 1), T0137 (BLAST 2) e T0139 (BLAST 

3). C. Genoma T0137 comparado com o T0124 (BLAST 1), T0131 (BLAST 2) e T0139 (BLAST 

3). D. Genoma T0139 comparado com o T0124 (BLAST 1), T0131 (BLAST 2) e T0137 (BLAST 

3). A partir do anél mais interno, o primeiro representa a referência, o segundo o conteúdo de 

GC e os demais representam regiões de similaridade detectadas a partir de BLAST.  
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4.4.2 Comparação entre plasmídeos  

A segunda análise comparativa foi realizada entre todos seis plasmídeos de cada 

isolado, a partir da análise de compartilhamento de genes ortólogos demonstrada a 

partir de Diagrama de Venn (Figura 21). 

 As análises entre os plasmídeos 1 e entre os plasmídeos 2 indicam a presença 

de 3 e 4 clusters de genes ortólogos, respectivamente, enquanto a análise entre os 

plasmídeos 3 revela 9 clusters de genes ortólogos (Figura 21, A, B e C). A comparação 

entre os plasmídeos 4 formam 109 clusters ortólogos, dos quais 103 clusters são 

formados por genes que só possuem uma cópia para cada plasmídeo de um isolado, 

e 3 clusters formados por 2 cópias de genes presentes em cada isolado, totalizando 

assim 113 CDS anotados anteriormente. Essas cópias são altamente similares com 

sequências de transposases da família IS4, IS231F e da família IS6) (Figura 21, D).   

Já os plasmídeos 5 formam 245 clusters de genes ortólogos e os plasmídeos 6, 

formam 312 clusters, dos quais 1 cluster é formado por um gene que tem duas cópias 

para cada isolado, apresentando alta identidade de sequência com um regulador 

transcricional (Figura 21, E, F).  

Assim, essas análises mostram que as regiões codificantes de todos os 

plasmídeos comparados são conservadas para todos os isolados. 
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Figura 21: Comparação entre plasmídeos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 a partir da análise de genes 

órtologos. Diagrama de Venn de regiões codificantes (CDS) compartilhadas entre os 

plasmídeos 1 (A), plasmídeos 2 (B), plasmídeos 3 (C), plasmídeos 4 (D), plasmídeos 4 (E) e 

plasmídeos 6 (F) encontrados nos isolados T0124 (verde), T0131(azul), T0137 (rosa) e T0139 

(amarelo). O número central em regiões sobrepostas representa CDSs presentes em todos 

os plasmídeos. Já outros números representam CDSs presentes em mais de um plasmídeos 

ou genes de cópias únicas, ambos destacados por círculos vermelhos.   
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 4.4.3 Determinação e comparação de fatores de virulência  

Além da comparação entre cromossomos e plasmídeos, a identificação de 

outros genes relacionados com a patogenicidade de B. thuringiensis, obtidos a partir 

de banco de dados, permitiu a comparação entre sequências de metaloproteases 

(inha1 e inha2), fosfolipases (pi-plc, pc-plc e smase-c) e de enterotoxinas (cytk, entfm, 

bcet, hbl e nhe) presentes nos cromossomos (Tabela 8). 

 Como resultado, todos os fatores de virulência presentes na espécie B. 

thuringiensis analisados neste estudo foram encontrados nos cromossomos T0124, 

T0131, T0137 e T0139, e quando comparados entre eles mostram uma identidade de 

100% (Tabela 8).  

Tabela 8: Identificação de fatores de virulência e comparação de sequências entre 

T0124, T0131, T0137 e T0139.  

+ presença  - ausência 

 

 

 

Fator Descrição 
 

N° de Acesso 
Cromossomos  

 
T0124 

 
T0131 

 
T0137 

 
T0139 

Identidade 

(%) 

InHA1 Inibidor de 
metaloproteases 
antibacterianas 

AFQ25046 + + + + 100 

InHA2 Inibidor de 
metaloproteases 
antibacterianas 

AAL16094 + + + + 100 

PI-PLC Fosfatidilinositol CAB69804 + + + + 100 

PC-PLC Fosfatidilcolina ACX71486 + + + + 100 

CytK Citotoxina K YP_035346 + + + + 100 

EntFM Enterotoxina FM AY789084 + + + + 100 
Bcet Enterotoxina T D17312 + + + + 100 

HBL Hemolisina BL AB099298 + + + + 100 

NHE Enterotoxinas não-
hemolítica 

AB099298 + + + + 100 

SMase-C Esfingomielinase C OFD01732 + + + + 100 
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4.4.4 Análise comparativa filogenética usando outros 14 cromossomos 

completos 

Os drafts dos cromossomos deste estudo foram ainda comparados com outros 

14 cromossomos completos de B. thuringiensis (Tabela 8) a partir de análise 

filogenética e alinhamento Mauve (Figura 22).  

A análise filogenética mostra a divisão da árvore em dois grande grupos, em que 

o primeiro é ainda dividido em outros dois clusters. O agrupamento de T0124, T0131, 

T0137 e T0139 na árvore e o alinhamento Mauve demostram a conservação da da 

colinearidade de genes entre suas sequências, corroborando com as outras análises 

comparativas mostradas anteriormente.  

Além disso, T0124, T0131, T0137 e T0139 agruparam com os cromossomos das 

estirpes AM65-52 e HD-789, que por sua vez, também representam subespécies 

israelensis, formando 32 Blocos Localmente Colineares (BLC), mostrando que essa 

espécie é geneticamente relacionada.  Contudo AM65-52 e HD-789 parecem ter uma 

maior relação genética (Figura 22).  

Com relação aos outros cromossomos, houve o agrupamento de estirpes com 

diferentes espectros de ação. As sequências de HS18-1 e MYBT18246, por exemplo, 

são geneticamente relacionadas, entretanto a primeira estirpe é tóxica para insetos 

Lepidoptera e Diptera, enquando a segunda é tóxica para nematóides (Tabela 9). 

 Os cromossomos YWC2-8, YC-10 e Bc601, que possuem um rearranjo no 

quinto BLC e uma inversão de sequência formada pelos BLCs 13 a 18 (Figura 22), 

agruparam juntos, e estão relacionados com a atividade inseticida para lepdópteras e 

dípteras, nematóides e com a produção de vitamina C, respectivamente (Tabela 9).  

Por outro lado HD682, 97-27, HD1011, HD571 e CTC são os cromossomos mais 

divergentes da análise filogenética, e diferentemente das outras estirpes, estão 

relacionados com interesse médico. Estes apresentam comprimento de sequência 

maiores nos BLCs 12 e 23, o que pode indicar elementos de sequência específicos 

para estas estirpes (Figura 22).  
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Tabela 9: Características gerais de cromossomos de estirpes de B. thuringiensis utilizados na análise filogenética.  

Identificação Status de montagem 
Tamanho 

(pb) 
%G+C  

Total de 
CDS 

Descrição N° de acesso Referência 

HS18-1 Completo 5.292.526 35,43 5.234 
Toxicidade para Lepidoptera e 

Diptera 
CP012099.1 LI et al., 2015 

MYBT18246 Completo 6.752.490 35,4 6.413 Toxicidade para nematóide CP015350.1 AUGUST, 2016 

YC-10 Completo 5.675.007 34,9 6.028 Toxicidade para nematóide CP011349.1 CHENG et al., 2015 

YWC2-8 Completo 5.674.369 35,29 5.692 
Toxicidade para lepidóptera e 

Diptera 
CP013055.1 ZHU et al., 2016 

Bc601 Completo 5.627.121 35,30 5.485 
Utilizado na fermentação para 

produção de vitamina C 
CP015150.1 JIA et al., 2016 

KNU-07 Completo 5.344.151 35,30 5.111 Utilizado na agricultura CP016588.1 PARK et al., 2016 

Bt185 Completo 5.243.635 35,30 4,981 Toxicidade para lepidóptera CP014282.1 SHU et al., 2016 

HD1011 Completo 5.232.696 35,5 5.245 Relevância médica CP009335.1 JOHNSON et al., 2015 

HD682 Completo 5.213.295 35,5 5.201 Relevância médica CP009720.1 JOHNSON et al., 2015 

97-27 Completo 5.235.838 35,4 5.216 Relevância médica CP010088.1 JOHNSON et al., 2015 

HD571 Completo 5.256.240 35,4 5.219 Relevância médica CP009600.1 JOHNSON et al., 2015 

CTC Completo 5.327.397 35,4 5.268 
Alto produtor da proteína de 

camada S (S-layer) 
CP013274.1 DONG et al., 2015 

 HD-789 Completo 5.495.278 35,3 5.551 Isolado de inseticida comercial CP003763.1 DOGGETT et al., 2013 

AM65-52 Completo 5.499.731 35,0 5.463 Toxicidade para Diptera - Deste estudo 

T0124 Draft 5.499.363 35,2 5.358 Toxicidade para Diptera - Deste estudo 

T0131 Draft 5.499.369 35,3 5.358 Toxicidade para Diptera - Deste estudo 

T0137 Draft 5.499.369 35,3 5.358 Toxicidade para Diptera - Deste estudo 

T0139 Draft 5.499.367 35,3 5.358 Toxicidade para Diptera - Deste estudo 
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Figura 22: Análise filogenética e alinhamento dos cromossomos dos isolados T0124, T0131, T0137, T0139 com 14 cromossomos de 
outras estirpes de B. thuringiensis.  A árvore foi obtida utilizando o CVTree parâmetros K = 6 e Tipo = aa, e o alinhamento foi feito a partir do 
programa MAUVE, utilizando um Peso mínimo para Blocos Localmente Colineares (BLC) de 69 (DARLING, et al., 2004). As BLCs recíprocas 
em diferentes genomas são indicadas por cores iguais e são conectados por linhas. Pontos vermelhos são colocados nos cromossomos deste 
estudo e pontos azuis em outros genomas de B. thuringiensis subsp. israelensis do banco de dados. 
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5. DISCUSSÃO 

A análise de qualidade de dados iniciais de sequenciamento é caracterizada 

como o primeiro passo para a montagem, sendo então essencial realizar a trimagem 

e filtragem de sequências com qualidades ruins (CARNEIRO, et al., 2012). No entanto, 

o sequenciamento dos genomas mostraram ser de alta qualidade, não havendo 

necessidade de realizar a trimagem e filtragem de sequências. Isso pode estar 

relacionado a tecnologia de sequenciamento MiSeq-Illumina utilizado, que produz 

sequências de leitura com maior qualidade quando comparado com outras 

plataformas, devido a uma baixa taxa de erro de substituição e a quase ausência de 

erros indel (erro por inserção ou deleção de uma base) (LOMAN, et al., 2012 b). 

A grande disponibilidade de genomas completos de B. thuringiensis tem 

permitido seu uso como genoma de referência para a montagem de sequências de 

DNA de novos isolados em diversos estudos (FANG et al., 2011; BOLOTIN et al, 2016; 

RANG et al., 2015). Neste contexto, as montagens dos cromossomos dos isolados 

T0124, T0131, T0137 e T0139 foram realizadas a partir do cromossomo completo de 

B. thuringiensis subsp. israelensis CP003763.  Os cromossomos montados T0124, 

T0131, T0137 e T0139 se diferenciaram da referência CP003763, pois não possuem 

dois prófagos presentes neste genoma. No entanto, Bolotin et al. (2016) em seu 

estudo, também utilizou o genoma CP003763 como referência, e ao contrário dos 

nossos resultados, sua montagem continha os dois prófagos (BOLOTIN et al., 2016). 

Estudos mostram que um genoma de baixa cobertura também pode fornecer 

uma grande quantidade de informações biológicas, tornando possível que laboratórios 

com recursos limitados explorem genomas de diferentes organismos a um baixo custo 

(STRAUB, et al., 2011). Assim, apesar dos cromossomos T0124, T0131, T0137 e 

T0139 apresentaram baixa cobertura (10X-17X), foi possível obter informações 

suficientes para utilizar nas análises posteriores.    

Uma das limitações da montagem a partir do uso de uma referência é o 

alinhamento de reads dentro de regiões repetitivas, o que pode resultar em regiões 

sem cobertura (METZKER,2010). Assim, os cromossomos T0124, T0131, T0137 e 

T0139 apresentaram regiões sem cobertura em extremidades dos genes ribossomais 

16S e 23S. Isso pode ser explicado pelo fato desses genes terem sequências 

relativamente grandes e existirem em grandes quantidade em genomas bacterianos, 

fazendo com que softwares de montagens não sejam capazes de mapear reads 

contra um genoma de referência de maneira precisa (FANG et al., 2011). Além disso, 
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os genes 16S e 23S também apresentaram alta cobertura juntamente com outros 

genes codificantes de transposases, que por sua vez, também representam regiões 

repetitivas em genomas procariotos (TANG, 2007).  

Outras regiões sem coberturas foram constatadas, e provavelmente foram 

originadas pelo uso de dados MiSeq que possuem comprimentos de reads mais 

curtos, podendo gerar montagens de baixa qualidade (LOMAN et al., 2012b). Devido 

o comprimento de reads obtidos por essa tecnologia ser menor, seu uso na montagem 

de genomas pode requerer a utilização de coberturas maiores. Contudo essa 

tecnologia é julgada adequada para o sequenciamento de genomas bacterianos, 

produzindo montagens que mapeam mais de 95% de um genoma de referência, 

recuperando assim a maioria das sequências codificantes (LOMAN et al., 2012b), 

corroborando com os resultados satisfatórios das montagens dos cromossomos 

obtidas neste estudo.  

Com relação as montagens dos elementos extracromossomais, a alta cobertura 

dos plasmídeos 1, 2 e 3 pode ser explicada pelo alto número de cópias presentes por 

cromossomo (GALVÃO et al., 2009). Este resultado pode ser ainda comprovado pelo 

estudo feito por Bolotin et al. (2016) que, calculando a estimativa do número de cópias 

de plasmídeos por cromossomo em quatro genomas de B. thuringiensis subsp. 

israelensis, também revelou altos valores de cobertura média para plasmídeos 

menores. Assim, os plasmídeos menores de seu estudo, nomeados de pAM65-52-9-

5K, pAM65-52-8-7K e pBTHD789-5, que apresentam alta identidade com os 

plasmídeos 1, 2 e 3 (>90%) deste estudo, apresentam um elevado número de cópias, 

variando de 24,7 à 48,4; de 19,9 à 38,7 e de 0,2 à 13,6, respectivamente (BOLOTIN, 

et al., 2016). Já os plasmídeos maiores pAM65-52-4-128K, pAM65-52-3-235K e 

pAM65-52-1-360K, que apresentam alta identidade com os plasmídeos 4, 5 e 6 

(>90%), possuem números de cópias inferiores, variando de 0,1 à 1,2; 0,7 à 0,8; e 0,7 

à 1,0 (BOLOTIN, et al., 2016).  

A pesar de estudos revelarem a capacidade de estirpes de B. thuringiensis 

subsp. israelensis abrigarem até nove plasmídeos, a montagem feita neste estudo 

revelou a presença de seis plasmídeos nos genomas dos isolados, que por sua vez 

já foram relatados em outros estudos (BOLOTIN, et al., 2016; DOGGETT, et al., 2012).   

Enquanto o plasmídeo 5 é citado como presente em todos os genomas desta 

subespécie já sequenciados, o plasmídeo 6 que foi descrito pela primeira vez por 
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Bolotin et al. (2016), também é encontrado nos genomas dos isolados T0124, T0131, 

T0137 e T0139. 

Desde a década de 80, estudos relatam a direta relação de plasmídeos com a 

patogenicidade de B. thuringiensis, uma vez que são responsáveis por carregar os 

genes que expressam toxinas ativas contra insetos-alvos (GONZÁLEZ et al, 1981).  O 

plasmídeo com tamanho igual a 127 Kb, nomeado de plasmídeo 4 neste estudo, foi 

encontrado em todos os isolados, e contêm todos os genes cry e cyt envolvidos com 

a toxicidade para insetos da ordem Diptera. Este plasmídeo é largamente estudado, 

sendo denominado de pBtoxis e descrito como o único plasmídeo capaz de codificar 

as toxinas formadoras de cristal dessa bactéria (STEIN et al., 2006).  

Este plasmídeo contém várias sequências de inserção e transposões co-

integrativos que são comumente associadas a genes de proteínas inseticidas e podem 

facilitar os eventos de recombinação e a troca de plasmídeos entre estirpes de B. 

thuringiensis (BERRY et al., 2002). Além disso, pBtoxis apresenta também sequências 

com funções previstas para aumentar a formação de cristais e subsequente 

viabilidade celular, atuando como chaperonas (RASKO, et al., 2005; STEIN, et al., 

2006).  

Apesar do pBtoxis ser relatado como o único plasmídeo que abriga genes 

responsáveis pela toxicidade de B. thuringiensis subsp. israelensis (BERRY, et al., 

2002), a montagem de um novo plasmídeo de 225 kb para esta bactéria, descrito 

como pBTHD789-3, apresenta genes codificantes de toxinas com alta homologia às 

sequências encontradas no plasmídeo pBtoxis (DOGGETT, et al., 2012). Entretanto, 

após análise do plasmídeo pBTHD789-3, Bolotin et al. (2016) encontrou indícios de 

falha de montagem, sugerindo que este pode não existir, propondo uma verificação 

deste plasmídeo. 

Estudos indicam que isolados de bactérias frequentemente possuem pequenos 

plasmídeos crípticos, compreendendo apenas genes de replicação e outros genes de 

funções desconhecidas (FROST, et al., 2005). Neste contexto, os plasmídeos 

pequenos 1, 2 e 3 não apresentam proteínas inseticidas, sendo atribuídos a eles a 

função de replicação e habilidade de transferência horizontal entre as espécies de B. 

thuringiensis subsp. israelensis (ANDRUP, et al., 2003; GALVÃO, et al., 2009). Já os 

grandes plasmídeos 5 e 6 são descritos como plasmídeos conjugativos (BOLOTIN, et 

al., 2016).   
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Estudos comparativos envolvendo genomas procarióticos têm permitido um 

melhor entendimento da estrutura e organização genômica, assim como a 

compreensão da enorme diversidade genética entre organismos, incluindo isolados 

de uma mesma espécie (CATANHO, et al., 2007). Assim, neste estudo, uma vez que 

os resultados preliminares de montagem e anotação foram satisfatórias, seguiu-se 

com as análises comparativas entre os genomas dos isolados T0124, T0131, T0137 

e T0139.  

As análises comparativas demonstram alta identidade de sequências (99%) com 

relação ao conteúdo cromossomal, em que as sequências T0124, T0131, T0137 e 

T0139 apresentam alto grau de sintenia, e estes estão associadas aos mesmos 

plasmídeos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, que por sua vez, também possuem características 

semelhantes, compartilhando os mesmos genes, incluindo proteínas inseticidas.    

A capacidade de bactérias patogênicas em causar doenças em um hospedeiro 

susceptível é determinada por múltiplos fatores de virulência, agindo individualmente 

ou em conjunto em diferentes estádios da infecção (WU et al., 2008). Assim, embora 

as δ-endotoxinas sejam os fatores de virulência inseto-específico mais conhecidos, B. 

thuringiensis apresenta também uma ampla gama de fatores de virulência capazes de 

ampliar a toxicidade contra insetos-alvos (VILAS-BÔAS et al., 2012). Dessa forma, 

dada a importância desses fatores de virulência, dez sequências de fosfolipases, 

metaloproteases e enterotoxinas de cada isolado, foram comparadas, mostrando que, 

assim como as sequências de proteínas Cry e Cyt, estas também são conservadas 

entre os genomas dos isolados.  

As sequências ribossomais 16S, um marcador tradicional utilizado para análise 

de diversiadade de micro-organimos, não é suficiente para diferenciar bactérias 

intimamente relacionadas, devido a sua alta conservação (LIU et al., 2015). 

Atualmente, dada a constante melhoria do custo-benefício das tecnologias de 

sequenciamento, é possível utilizar sequências completas de genomas para tentar 

responder a diversidade dentro de espécies estreitamente relacionadas (ALCARAZ et 

al., 2010).  

Assim, a análise filogenética deste estudo foi realizada a partir do conjunto 

completo de regiões codificantes de 18 cromossomos de estirpes da espécies B. 

thuringiensis, incluindo as estirpes deste estudo.  Como resultado, os cromossomos 

T0124, T0131, T0137 e T0139 agruparam-se com outras estirpes de B. thuringiensis 

subsp. israelensis, reforçando a alta relação genética existente entre esta subespécie. 
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A relação mais estreita entre as estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis 

AM65-52 e HD-789 é observada na árvore filogenética, e pode ser explicada por duas 

sequências de prófagos que estão presentes apenas nestes dois cromossomos. 

Essas sequências de fagos, assim como plasmídeos, são ditos como elementos 

genéticos móveis, que também contribuem para a diversidade genética entre 

espécies, sendo considerados instrumentos importantes na divergência de estirpes e 

espécies bacterianas estreitamente relacionadas (FROST, et al., 2005).  

Já com relação aos demais cromossomos utilizados na análise filogenética, 

estirpes se diferenciaram pela presença de rearranjos e inversões de sequências, fato 

este que também está relacionado com a variabilidade de espécies geneticamente 

relacionadas (RASKO et al., 2005). Além disso, o agrupamento de estirpes com 

diferentes espectros de ação foi observado, e pode estar relacionado ao fato de os 

plasmídeos serem os principais responsáveis pela toxicidade de B. thuringiensis, 

carregando diferentes toxinas, e não as sequências cromossomais (ELLEUCH, et al., 

2015).  

Estudos sugerem que as bactérias do gênero Bacilli se especializaram 

geneticamente para permitir a ocupação de diferentes habitats e nichos (ALCARAZ et 

al, 2010). Neste sentido, apesar de espécies do grupo B. cereus, do qual B. 

thuringiensis faz parte, serem geneticamente relacionadas, possuem genes 

exclusivos associados a adaptações metabólicas (RASKO et al., 2005; ANDERSON 

et al., 2005).  

Já a comparação entre estirpes da espécie B. thuringiensis revela que 80% dos 

genes desta espécie são conservados, e a variabilidade existente entre estirpes de B. 

thuringiensis pode ser atribuída a captura de genes, essenciais ou não à sua 

sobrevivência, de outras bactérias que residem da mesma comunidade microbiana 

(FANG et al., 2011). Além disso, B. thuringiensis possui um pangenoma aberto, uma 

característica típica de espécies que colonizam diferentes ambientes e possuem 

diferentes via de troca de material genético (MEDINI et al., 2005).  

B. thuringiensis possui diferentes subespécies, e a análise comparativa de uma 

mesma subespécie pode revelar estirpes genomicamente idênticas ou altamente 

relacionadas, mesmo que originados de diferentes regiões geográficas.  Isso pode ser 

explicado pelo surgimento de linhagens clonais de patógenos de insetos que 

colonizaram com sucesso a biosfera, sofrendo uma troca genética limitada, 

representando assim subespécies homogêneas (RIVERA et al., 2003).   
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Neste contexto, estudos realizados com RAPD (Random Amplification of 

Polymorphic DNA), comparando isolados de uma mesma subespécie, revelam que 

algumas subespécies, tais como alesti, darmstadiensis, finitimus, galleriae, kenyae, 

kurstaki, morrisoni, sotto, thompsoni, thuringiensis e tolworthi demonstram ser 

genomicamente homogêneos apresentando padrões estreitamente relacionados ou 

idênticos (RIVERA et al., 2003).  

De maneira semelhante, estudos demonstram que a subespécie israelensis 

também apresenta estirpes genomicamente semelhantes. Assim, resultados de 

análises realizados com diferentes marcadores genéticos, tais como RAPD (Random 

Amplification of Polymorphic DNA) (RIVERA et al., 2003; ANKARLOO et al., 2000), 

MLEE (Multilocus Enzyme Electr ophoresis), PFGE (Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis), Southern blot (ANKARLOO et al., 2000) e resultados de análises 

utilizando MLST (Multilocus sequence typing) (SOROKIN et al., 2006), indicam a 

estreita relação entre isolados de B. thuringiensis subsp. israelensis, sugerindo um 

alto grau de conservação genômica. 

Com relação aos plasmídeos, diferentes estirpes de B. thuringiensis dentro de 

um mesmo sorotipo podem apresentar um padrão plasmidial altamente relacionado, 

e essa relação é mais evidente em diferentes estipes de B. thuringiensis subsp. 

israelensis, sorotipo H14, que mesmo sendo isolados de origens geográficas, 

apresentam um mesmo padrão básico de plasmídeos, apresentando ainda por vezes 

padrões idênticos (REYES-RAMÍREZ e IBARRA, 2008).  

Portanto, todos os resultados comparativos entre os genomas dos isolados 

T0124, T0131, T0137 e T0139 são consistente com diferentes estudos que 

evidenciam o alto grau de conservação genômica, a nível de nucleotídeos, entre 

estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis.  

Os isolados T0124, T0131, T0137 e T0139 exibem atividade tóxica para larvas 

de A. aegypti e C. quinquefasciatus, apresentando diferentes concentrações letais. 

Embora a bactéria T0131 seja a mais promissora dentre os isolados, apresentando 

uma maior toxicidade para ambos os insetos vetores, os resultados das análise 

comparativas entre os genomas não trouxeram nenhuma evidência que poderia 

explicar a diferença de atividade larvicida entre essas estirpes.  

Segundo Elleuch et al. (2015), dois fatores podem afetar a atividade de B. 

thuringiensis subsp. israelensis: o primeiro estaria relacionado a uma dinâmica do 

genoma, havendo a deleção dos genes cry4Aa e cry10Aa no plasmídeo pBtoxis, e o 
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segundo com a estabilidade de proteínas, a partir de substituições de aminoácidos em 

toxinas Cry causando sua degradação precoce por proteases larvais. Esses fatores 

poderiam então explicar as diferenças de toxicidades entre isolados desta subespécie, 

entretanto, observa-se que os plasmídeos de número 4 compartilham de todos as δ-

endotoxinas, e suas sequências de proteínas mostram-se igualmente conservadas. 

Estudos destacam os benefícios de combinar as abordagens genômica e 

proteômica em um único estudo (LIU et al., 2004; RASKO, et al., 2005), e neste 

sentido, análises comparativas entre dados genômicos e proteômicos de isolados de 

B. thuringiensis, com toxicidade para lepdópteros, demostram a importância desta 

combinação, indicando que nem todos os produtos deduzidos em um genoma podem 

ser encontrados entre dados proteômicos. 

Rang et al. (2015), em seu estudo, após a anotação do genoma do isolado B. 

thuringiensis 4.0718, detectou a presença de cinco proteínas Cry: Cry1Aa, Cry1Ac, 

Cry1Ia, Cry2Aa e Cry2Ab. Entretanto dados proteômicos de B. thuringiensis 4.0718, 

realizados no meio da fase vegetativa, esporulação precoce e esporulação tardia, 

revelou a presença apenas das proteínas Cry1Aa, Cry1Ac, e Cry2Aa (HUANG et al., 

2012). Assim, a partir da comparação entre os dois conjuntos de dados, foi possível 

inferir que alguns genes foram silenciados ou foram expressos em níveis muito baixos, 

em que Cry2Ab não foi expresso por causa de um promotor incompleto, enquanto a 

expressão de Cry1Ia foi afetada por uma sequência de transposão (RANG et al., 

2015). Além das proteínas Cry, outras proteínas patogênicas presentes no genoma 

anotado não foram identificadas na análise proteômica, sendo elas Cytotoxin K, 

Bacteriocina, Exoenzima C3 e Alveolisina (RANG et al., 2015). 

Com o intuito de compreender melhor a informação genética e o perfil de 

expressão de proteínas totais, Quan et al. (2016) sequenciou o genoma completo da 

estirpe B. thutingiensis X022, e fez uma análise comparativa com os dados 

proteômicos realizada na fase de liberação de esporos (LIU et al., 2015b). Dessa 

forma, enquanto nas sequências genômica foram encontradas as proteínas Cry1Ac, 

Cry1Ia, Cry2Ab e Vip3A, os dados proteômicos revelaram apenas a expressão de 

Cry1Ca, Cry1Ac e Cry1Da. Enquanto Cry1Ia e Vip3A não forma detectados na 

proteômica por serem produzidos na fase vegetativa, a presença das proteínas 

Cry1Ca e Cry1Da apenas na análise proteômica levou a hipótese de que poderiam 

estar localizados em regiões com falhas de montagem em plasmídeos, e isso foi 

confirmado utilizando-se PCR (Polymerase Chain Reaction). Outras proteínas 
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relacionados com a atividade inseticida, incluindo NHE-A, InhA, quitinase, Hemolisina 

BL, Hemolisina III, Citotoxina K e uma proteína semelhante a IgE (imunoglobulina E) 

foram encontradas no genoma, porém apenas NHE-A e a quitinase foram detectados 

nos dados proteômicos (QUAN, et al., 2016).  

Assim o sequenciamento dos genomas de B. thuringiensis subesp. israelensis 

desde estudo permitiu a identificação de importantes toxinas inseticidas e outros 

genes relacionados com a patogenicidade desta bactéria. Entretanto para obter uma 

compreensão mais aprofundada sobre o nível de expressão desses genes em 

diferentes fases de crescimento, a análise dos dados proteômicos dos isolados T0124, 

T0131, T0137 combinada aos dados genômicos obtidos neste estudo podem ser 

bastante promissor. 

Dessa forma pesquisas futuras utilizando análises proteômicas, poderão 

adicionar uma interpretação mais precisa das sequências genômicas, proporcionando 

uma melhor investigação a cerca da diferença de toxicidade apresentada por estes 

isolados, o que poderia contribuir para o melhoramento ou desenvolvimento de novas 

estratégias para o controle biológico com esta bactéria. 
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6. CONCLUSÕES 

 A montagem e anotação dos genomas dos isolados T0124, T0131, T0137 e 

T0139 foram satisfatórias, sendo possível realizar todas as análises comparativas;  

 A comparação entre os cromossomos T0124, T0131, T0137 e T0139 mostra alta 

identidade e sintenia entre sequências;  

 Os isolados possuem os mesmos plasmídeos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, que quando 

comparados compartilham dos mesmos genes; 

 Apenas os plasmídeos de número 4 contêm genes que codificam toxinas 

inseticidas;  

 Dez sequências de fatores de virulência, assim como proteínas Cry e Cyt, se 

mostram conservadas nos isolados; 

 A análise filogenômica revela a estreita relação entre T0124, T0131, T0137 e 

T0139 e outros cromossomos da espécie B. thuringiensis subsp. israelensis;  

 A adição de análises proteômicas, em diferentes fases de crescimento, aos 

dados genômicos obtidos neste estudo poderão proporcionar uma melhor 

investigação para a elucidação das diferenças de toxicidade existentes entre os 

isolados T0124, T0131, T0137. 
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8.  ANEXO 

 Anexo: Cálculo da cobertura média para reads nos genomas dos isolados T0124,  

T0131, T0137 e T0139. (NORMAND e YANAI, et al., 2013). 

 

 


