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Bialko Cry9_B9 oraz jego zastosowanie

Przedmiotem wynalazku jest biatko Cry9 B9, oraz jego zastosowanie w zwalczaniu owaddw
z rzgdu Lepidoptera, w szczegdlnosci owadow z gatunku Cydia pomonella L. (Lepidoptera:
Tortricidae). Przedmiotem wynalazku jest takze DNA kodujacy to bialko, wyizolowany z DNA
izolatu bakteryjnego Bacillus thuringiensis MPU B9.

Insektycydy oparte na krysztalach biatkowych B. thuringiensis majg dluga histori¢ ich
zastosowania w ochronie roslin przed szkodnikami, a takze w zwalczaniu owadoéw, bedacych
wektorami chorob pasozytniczych. Aktywnos¢ bakterii B. thuringiensis wzgledem bezkregowcow
jest wynikiem wytwarzaniem przez te bakterie wiclu czynnikow toksycznych, z ktérych najbardziej
efektywne sg bialka z grupy Cry. Bialka Cry zwane sa rowniez biatkami krystalicznymi (ang.
crystal foxins), poniewaz wytwarzane sa przez bakterie B. thuringiensis w postaci krysztalow
bialkowych w czasie procesu sporulacji, czyli wytwarzania form przetrwalnikowych - endospor.
Biologiczne $rodki ochrony roslin majace w swoim skladzie proteiny Cry B. thuringiensis sa
alternatywa dla syntetycznych pestycydow 1 sg cenione ze wzgledu na ich bezpieczenstwo dla
kregowcodw (w tym ludzi) oraz innych organizmow ekosystemu nie bedacych celem zwalczania, a
takze niski koszt ich produkcji [Sansineneca, E., 2012, Bacillus thuringiensis Biotechnology,
Springer 4.

Poszczegdlne szczepy B. thuringiensis produkujg bialka Cry charakteryzujace si¢ rozng
sekwencjg aminokwasowa, przy czym dany szczep moze wytwarzac od jednego do kilku rodzajow

bialek Cry [Sansinenea, E., 2012. Bacillus thuringiensis Biotechnology, Springer 4]. Sekwencje
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aminokwasowe wszystkich znanych do chwili obecnej bialek Cry (oraz sekwencje DNA kodujace
te bialka) zdeponowane sa w bazie danych Genbank [Clark i wsp., 2016. Nucleic Acids Res. 44,
D67-D72]. Réznice w sekwencji aminokwasowej protein Cry przekladajg si¢ na réznice w
poziomie ich toksycznosci oraz zakres wrazliwych gatunkéw owaddw. Dane biatko Cry wykazuje
dzialanie owadobojcze wobec pewnych grup owadow, a jednoczesnie nie wykazuje tych
wlasciwosci wobec innych. Dla niektorych bialek nie wskazano do tej pory zadnych wrazliwych
gatunkow owaddw. Jak to przedstawil Schnepf i wsp. [1998. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62, 775—
806], zmiana nawet jednego aminokwasu w bialku moze spowodowac znaczng zmiang aktywnosci
tego bialka 1 zakresu wrazliwych gatunkéw owadow. Z tego powodu caly czas poszukuje sig
nowych bialek Cry, charakteryzujacych sig:

- odmienng sekwencjg w stosunku do tych poznanych do tej pory;

- szerszym spektrum dzialania oraz

wyzszg aktywnoscig owadobojcza [Sansinenea, E., 2012, Bacillus thuringiensis

Biotechnology, Springer 4].

Celem wynalazku bylo wytworzenie toksycznego dla owaddéw bialka kodowanego przez
fragment DNA wystepujacy w genomie Bacillus thuringiensis oraz opracowanie sposobu
wytwarzania tego bialka w komorkach bakterii innych niz Bacillus thuringiensis, a takze jego
zastosowanie w praktyce.

Przedmiotem wynalazku jest DNA o sckwencji 1, wyizolowany z DNA szczepu
bakteryjnego B. thuringiensis MPU B9. Przedmiotem wynalazku sg réwniez DNA o podobienstwie
sekwencji powyze] 90% do sekwencji 1, korzystnie powyze] 95%, ktore po ckspresji w
organizmach zywych kodujg bialko identyczne do biatka kodowanego przez DNA o sekwencji 1.

W drugim aspekcie przedmiotem wynalazku jest biatko o strukturze pierwszorzedowej
odpowiadajacej sekwencji 2 kodowane przez DNA o sekwengji 1. Bialko to zostalo nazwane przez
tworcow wynalazku jako biatko Cry9_B9.

W trzecim aspekcie przedmiotem wynalazku jest sposdb pozyskiwania biatka Cry9 B9.

Sposob uzyskania biatka Cry9 B9 jest wicloetapowy i sklada si¢ z nastepujacych krokow:

2
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1. Izolacja genomowego DNA z komorek B. thuringiensis MPU B9
a) hodowla bakterii B. thuringiensis MPU B9 w celu namnozenia materialu genetycznego
b) uzyskanie z hodowli osadu zawierajacego komorki bakteryjne
¢) liza enzymatyczna komérek B. thuringiensis

d) izolacja bakteryjnego genomowego DNA z lizatu

2. Konstrukcja wektora plazmidowego zawierajacego DNA kodujacy biatko Cry9 B9

a) amplifikacja fragmentu DNA o sckwencji 1 z DNA wyizolowanego ze szczepu
B. thuringiensis MPU B9 przy uzyciu metody PCR oraz starteréw o sckwencjach 314

b) wprowadzenic DNA o sekwencji 1 do wektora plazmidowego pLATE11 metodg LIC i
otrzymanie wektora pLATE11-Cry9 B9

¢) wprowadzenie wektora pLATE11-Cry9_B9 do komorek E. coli

d) klonowanie wektora pLATE11-Cry9_B9 w komorkach E. coli 1jego izolacja

3. Uzyskanie bialka B9 Cry9 B9 droga ekspresji w komorkach E. coli

a) wprowadzenie wektora pLATE11-Cry9 B9 do komorek E. coli szczepdw zdolnych do
syntezy polimerazy RNA bakteriofaga T7

b) synteza bialka Cry9 B9 w komoérkach E. coli w wyniku ekspresji DNA o sekwencji 1
zawartej w wektorze pLATE11-Cry9 B9

¢) izolacja bialka Cry9 B9 z komorek E. coli

Dla potwierdzenia wyzej opisanego sposobu przeprowadzono m.in. nastgpujace badania.
1. Izolacja DNA.

W celu izolacji genomowego DNA szczep bakteryjny MPU B9 hodowano na podlozu LB
(BioShop, nr kat. LBL405) w tazni wodnej z wytrzasaniem 200 rpm, w temperaturze 37°C przez
20 godzin. Nastepnie 20 mL hodowli zwirowano 3000 rpm, 4°C, 5 min i1 supernatant odrzucono.
Osad zawieszono w 1,5 mL buforu o skladzie: 25 mM Tris (BioShop, nr kat. TRS001); 10 mM
EDTA (BioShop, nr kat. EDT001); 50 mM glukozy (BioShop nr kat. GLU501); 1 mg/mL
lizozymu (Sigma Aldrich nr kat 62970) 1 0,04 mg/mL RNazy (Novazym, nr kat. RN1001-10) i

inkubowano 1 godzing w 37°C. Naste¢pnie z uzyskanego lizatu izolowano DNA standardowg
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metoda z uzyciem zestawu do izolacji genomowego DNA na zlozu krzemionkowym (A&A

Biotechnology, nr kat. 116-50) wedlug instrukcji producenta.

2. Konstrukcja wektora plazmidowego zawierajacego DNA o sekwencji 1

Za pomocyg reakcji PCR przeprowadzono amplifikacje fragmentu DNA o sekwencji 1
znajdujacego si¢ w genomie B. thuringiensis MPU B9 z uzyciem startera o sckwencji 3 (Cr9FOR) i
startera o sekwencji 4 (Cr9REV). Amplifikacje prowadzono w termocyklerze C1000 Thermal
Cycler (Bio-Rad) w mieszaninie reakcyjnej o skladzie: 1U polimerazy DNA Pfu (Thermo
Scientific nr kat. EP0501), 5 ul buforu reakcyjnego zawierajacego 20 mM MgSO, (Thermo
Scientific nr kat. EP0501), 1 uM startera Cr9FOR, 1 uM startera CrOREV , 200 uM dNTP (Thermo
Scientific nr kat. R0241) oraz 0,7 ug genomowego DNA wyizolowanego ze szczepu
B. thuringiensis MPU B9. Calos¢ uzupelniono sterylng woda demineralizowana do objetosci 50 pl.

Parametry reakcji PCR przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Etap Temperatura [°C] | Czas [s] | Liczba powtorzen
Denaturacja wstepna 94 180 1
Denaturacja 94 30
Przylaczanie starterow 57 30 28
Wydluzanie 72 240
Wrydluzanie koficowe 72 480 1

Nastepnie zamplifikowany fragment DNA, zostal wprowadzony do wektora plazmidowego
pLATEI11 za pomoca metody LIC (Ligation Independant Cloning) z uzyciem zestawu do
klonowania al.ICator (Thermo Fisher Scientific nr kat. K1241) wedlug zalaczonej instrukcji. W
efekcie uzyskano wektor pLATE11-Cry9_B9. Uzyskany w ten sposéb plazmid ekspresyjny
wprowadzono do komorek Escherichia coli XL1 Blue (szczep bakteryjny zdeponowany w kolekceji
szczepow Zakladu Mikrobiologii UAM) droga transformacji za pomoca standardowych technik
molekulamych opisanych w Protokole 24 . The Inoue Method for Preparation and Transformation
of Competent . coli: "Ultra-Competent" Cells (Sambrook J, Russell D (2001) Molecular Cloning;:

4
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A Laboratory Manual, 3rd edn. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.).
Bakterie zawierajace wektor z wprowadzonym insertem DNA hodowano na podlozu LB (BioShop,
nr kat. LBL405) z dodatkiem ampicyliny (BioShop; nr kat. AMP201; koncowe stgz. 100 ug/mL) w
37°C przez 16 h w celu namnozenia wektora plazmidowego w komorkach E. coli. Nastepnie,
plazmidy izolowano z komorek z uzyciem zestawu Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific; nr kat. K0502). Wprowadzony do wektora fragment DNA sekwencjonowano z
wykorzystaniem automatycznego analizatora DNA 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystem)

1 ustalono sekwencj¢ nukleotydow jako sekwencje 1, wedlug ninicjszego zgloszenia.

3. Uzyskanie bialka Cry9_B9 droga ekspresji w komoérkach E. coli

Bialko Cry9_B9 uzyskano poprzez ekspresj¢ w komorkach E. coli BL21 (DE3) (szczep
bakteryjny zdeponowany w kolekcji szczepéw Zakladu Mikrobiologii UAM), do ktorych
wprowadzono wektor pLATE11-Cry9 B9 zawierajacy DNA o sekwencji 1 kodujacy to bialko.
Wektor pLATE11-Cry9 B9 wprowadzono do kompetentnych komoérek FEscherichia coli BL21
(DE3) metoda transformacji. W tym celu do 12 x 10" komérek E. coli BL21 (DE3) dodawano ok.
25 ng wektora, po czym probki inkubowano w lodzie przez 30 min. Nastepnie, zastosowano szok
cieplny poprzez ogrzanie mieszaniny DNA 1 bakterii w 42°C przez 90 sekund i probki schlodzono
ponownie w lodzie. Do transformowanych komérek dodano 800 ml podloza hodowlanego LB
(BioShop, nr kat. LBL405) i inkubowano w 37°C przez 45 min. Nastgpnie, bakterie posiewano na
podloze LB zestalone agarem (BioCorp; nr kat. ABO3; koncowe stez. 1,5 %) z dodatkiem
ampicyliny (BioShop; nr kat. AMP201; koncowe st¢z. 100 ug/mL) w celu wyselekcjonowania
komorek, ktore ulegly transformacii.

Wyselekcjonowane transformanty F. coli BL21 (DE3) uzyto do inokulacji podloza LB
zawierajacego ampicyling (100 pg/ml) i inkubowano w 37°C w lazni wodnej z wytrzgsaniem (225
obr./min) az do osiggnig¢cia przez hodowle gestosci ODggp = 0,8. Nastgpnie hodowle wirowano
3000 x g przez 10 min w 21°C. Po odrzuceniu supernatantu osad zawieszano w podlozu LB z
dodatkiem izopropylo B-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG; BioShop; nr kat. IPT001; koncowe stez
ImM) i inkubowano przez 16 h w temperaturze pokojowej w tazni wodnej z wytrzasaniem (225

obr./min). Po wirowaniu hodowli przy 5000 x g przez 15 min w 4°C, supernatant odrzucano, a

5



135

140

145

150

155

bialko Cry izolowano z osadu. W tym celu osad bakteryjny zawieszano w buforze 1 (50 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH8) w obj¢tosci 9 ml buforu na kazdy gram osadu. Nastegpnie
dodano 30 pul PMSF (10 mM; Thermo Scientific nr kat. 36978), 8 ul lizozymu (100 mg/ml; Sigma
Aldrich nr kat 62970) na jeden gram osadu i inkubowano w temperaturze pokojowe]j z
wytrzgsaniem (40 obr./min) przez 20-30 min. Nast¢pnie dodano 4 mg kwasu deoksycholowego
(MP Biomedicals; nr kat. 0210149610) na kazdy gram osadu 1 prébe poddano sonikacji, 4 pulsy po
10 s (czgstotliwosc drgan: 22 kHz, amplituda: 14 mm) z 1 min odstgpami, na dezintegratorze
ultradzwickowym UD-11 Automatic. Nastepnie probe wirowano przy 18000 x g przez 15 min w
4°C supernatant odrzucano, osad zawieszano w schlodzonym do 4°C buforze Il (50 mM Tris-HCI,
10 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5 % Triton X-100 (v/v), pH8) w objctosci 8 ml przypadajacych na
kazdy gram osadu. Préby wirowano przy 18000 x g przez 15 min w 4°C, a supematant odrzucano.
Osad zawieszano w solubilizacyjnym buforze III (50 mM Na,COs, 10 mM ditiotreitol, pH10) w
objetosci 3 ml przypadajacych na kazdy gram osadu i inkubowano z wytrzagsaniem (40 obr./min)
przez 2 h. Po wirowaniu przy 8000 x g przez 15 min w 4°C, supematant przenoszono do nowych
probowek a osad odrzucano. Nastepnie probe dializowano wobec 50 mM Tris-HCIL, pH 9 i
filtrowano przez sgczki PVDF o $rednicy porow 0,22 pm (Roth; nr kat. P666.1). Rownolegle
otrzymano prébe kontrolna, ktora stanowil preparat uzyskany w identyczny sposob jak to opisano
powyze] z wyjatkiem tego, ze komorki F. coli BL21 (DE3) nie zawieraly wektora pLATE11-
Cry9 B9, a ich hodowla byla prowadzona na podlozu bez dodatku ampicyliny.

W celu potwierdzenia syntezy biatka Cry9 B9 wykonano rozdzial elektroforetyczny bialek
roztworu zawierajacego spodziewang proteing, rownolegle z proba kontrolng oraz markerem mas
czasteczkowych (ThermoFisherScientific, nr kat. 26614). Rozdzial elektroforetyczny SDS-PAGE
wykonano wedlug procedury ,,SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of proteins™ opisanej w
Appendix 8: Commonly Used Techniques in Molecular Cloning (Sambrook J, Russell D (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, wyd. 3. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Po analizie elektroforogramu okazalo si¢, ze w probie badanej wystgpuje
dodatkowe bialko w porownaniu do kontroli co przedawniono na rysunku na figurze 1, przy czym

biatko to ma mas¢ czasteczkowa okolo 120 kDa.
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Poszczegoélne symbole na figurze 1 oznaczajg: Cry9_B9 — roztwor uzyskany z hodowli
bakterii zawierajacych wektor pLATEI1-Cry9 B9 ;| K - roztwér uzyskany z hodowli préby
kontrolnej; M - marker mas czasteczkowych. Liczby wskazujg masg czasteczkowg bialek markera
w kilodaltonach (kDa). Strzalka wskazuje prazek elektroforogramu odpowiadajacy bialku
Cry9 B9, o masie ok. 120 kDa, ustalong na podstawie jego poréwnania z migracja prazkow
odpowiadajacych biatlkom markera.

Jedyng réznicg w procedurze otrzymania roztworu Cry9 B9 a roztworem kontrolnym byl
brak wektora ekspresyjnego zawierajacego DNA o sekwencji 1 wg niniejszego zgloszenia, w
kontrolnych komérkach E. coli. Stad wniosek, ze biatko Cry9_ B9 jest produktem ekspresji DNA o

sekwencji jak w sekwencji 1.

Na podstawie sckwencji DNA (sekwencja 1 wg niniejszego zgloszenia) ustalono strukturg
pierwszorzedows (sekwencj¢ aminokwasowa) kodowanego przez nig biatka Cry9_ B9 przy uzyciu
programu MEGAG6 (Tamura i wsp., 2013, Molecular Biology and Evolution 30: 2725-2729).
Ustalona sekwencja biatka Cry9 B9 sklada si¢ z 1150 aminokwasow o sekwencji 2. W dalszej
kolejnosci ustalono, ze teoretyczna masa czgsteczkowa bialka Cry9 B9 to ok. 127 kDa przyjmujac,
z¢ jeden aminokwas ma srednig masg okoto 0,11 kDa. Ustalona teoretycznie masa (~127 kDa) jest
zgodna z masg uzyskanego w roztworze bialka (~ 120 kDa), przy czym niewielkie rozbieznosci sg
wynikiem naturalnej niedoktadnosci metody SDS-PAGE (Hjelmeland i Chrambach, 1981.
Electrophoresis 2: 1-11; Sallantin, i wsp. 1990. Electrophoresis 11: 34-36).

Sekwencje¢ biatka Cry9_B9 (sekwencja 2) oraz sekwencj¢ DNA kodujgcg to biatko
(sekwencja 1) poréwnano ze wszystkimi ujawnionymi i opisanymi sekwencjami zdeponowanymi
do dnia wyslania nini¢jszego zgloszenia w bazie danych Genbank [Clark 1 wsp. 2016. GenBank.
Nucleic Acids Res. 44, D67-D72] za pomoca programu BLAST [Altschul i wsp. 1990. J. Mol.
Biol. 215, 403-10]. Analiza wykazala, ze obic sekwencje sa unikatowe i1 dotad nie odnotowano
biatka/genu o identycznej sekwencji.

W czwartym aspekcie przedmiotem wynalazku jest zastosowanie biatka Cry9 B9 w

zwalczaniu owadow z rzgdu Lepidoptera, w szczegdlnosci owadow z gatunku Cydia pomonella w
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ilosci bialka Cry9 B9 nie mniejszej niz 10 ng/cm’® powierzchni organéw roslin narazonych na

zerowanie szkodnikow.

TESTY BIOLOGICZNE

Aktywnos¢ bialek Cry9 B9 okreslano wobec larw Cydia pomonella w stadium L1.
Gasienice C. pomonella pochodzily ze standaryzowanej hodowli laboratoryjnej owada
prowadzonej w Zakltadzie Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Zarowno hodowle owadow jak i testy aktywnosci biologicznej
prowadzono na pozywce hodowlanej o skladzie wedlug O’ Callaghan i wsp., 2012 [O’Callaghan,
M., Glare, T.R, Lacey, L.A., 2012. Bioassay of bacterial entomopathogens against insect larvae,
in: Manual of Techniques in Invertebrate Pathology. pp. 101-127].

W testach biologicznych uplynniong pozywke tuz przed zestaleniem wylewano do
zamykanych pojedynczych, polistyrenowych studzienek ze swobodnym dostepem
powietrza. Wykonano 8 rozcienczen preparatu owadobojczego zawierajacego badane
biatko. Kazde z rozcienczen preparatu nanoszono na pozywke w 12 studzienkach. W
efekcie stezenie biatka Cry9 B9 na pozywce w danej serii studzienek wynosito od 0,01
ng/lem® do 500 ng/cm® (Tabela 2.). Jako kontrole na pozywke podawano biatka
wyizolowane z komérek F. coli BL21 (DE3) nie wytwarzajacych biatka Cry9 B9, o
tacznym stezeniu 500 ng/cm’. Po wyschnieciu preparatu do kazdej studzienki z pozywka
wktadano jedng larwe. Proby badane jak 1 probe kontrolng prowadzono réwnolegle w
identycznych warunkach. Owady inkubowano w 26°C, przy wilgotnosci wzgledne;j
powietrza 40-60%, i fotoperiodzie 16 : 8 (Swiatto : ciemnos¢). Liczbe martwych larw
owadow okreslano w 14 dniu po podaniu preparatow. Test biologiczny wykonano w
trzykrotnym powtorzeniu, co tacznie dato 36 larw na kazde stezenie biatka.. Na podstawie
smiertelnosci owadow wywolanej ekspozycja na rozne stgzenia danego preparatu owadobojczego

obliczono metoda probitowa wartos¢ LCsy z wykorzystaniem programu BioStat 2009 Professional



5.8.4 (AnalystSoft). W tabeli 2 przedstawiono uzyskane wyniki $miertelnosci larw Cydia

215 pomonella po 14 dniach ekspozycji na biatko Cry9 B9.

Tabela 2
Stezeni Liczba larw Smiertelnoss
. ¢zenie miertelnose
Bialko (ng Jem?) . [%] LCso
zywe | martwe | razem
500 0 36 36 100,0%
100 3 33 36 91,7%
50 6 30 36 83,3%
Cry9 B9 10 8 28 36 77,8% 0.3
5 9 27 36 75,0%
0,5 16 20 36 55,6%
0,05 20 16 36 44,4%
0,01 31 5 36 13,9%
kontrola
(natywne
bialka F. 500 36 0 36 0,0% -
coli BL21
(DE3))




