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RESUMO

Toxinas Cry provenientes de Bacillus thuringiensis, também denominadas de 0o-
endotoxinas, possuem ampla atividade inseticida e sao especificas para insetos
de diferentes ordens, nao sendo nocivas a mamiferos, aves, anfibios ou répteis.
Devido a esta -caracteristica, seus genes vém sendo utilizados no
desenvolvimento de plantas transgénicas, visando o controle de insetos-praga de
culturas de importancia econémica. Dentre estas, destaca-se o algodoeiro que
tem como principais pragas o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) e a
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), ambas causadoras de grandes
prejuizos econdmicos. Assim, este trabalho objetivou: caracterizar uma estirpe de
Bt (S811) toxica contra S. frugiperda e A. grandis, identificar e clonar os genes
codificadores de toxinas Cry potenciais para o controle dessas pragas, expressar
0s genes em sistema heterélogo Escherichia coli e testar a toxicidade das toxinas
contra as pragas em questdo. Os resultados obtidos nas analises da estirpe por
microscopia eletrdnica revelaram a presenca de cristais esféricos e bipiramidais,
enquanto que a analise de SDS-PAGE detectou proteinas de massa molecular
com cerca de 140 kDa e 80 kDa. Posteriormente, uma caracterizagdo génica,
utilizando oligonucleotideos especificos para genes cry, identificou trés genes,
crylAb, crylla e cry8, sendo estes dois ultimos de maior interesse. O gene cry8,
que foi isolado pela técnica TAIL-PCR, codifica uma proteina com 58% de
identidade de aminoacidos com outras toxinas Cry8, enquanto que o gene
cryllal? (isolado com oligonucleotideos especificos) codifica uma proteina que
possui 99% de identidade com as outras proteinas do tipo Cry1la descritas na
literatura. As porgdes toxicas dos genes foram clonadas e expressadas em E. coli
produzindo as proteinas recombinantes Cry8 e Cry1la12 de aproximadamente 70
kDa (cada uma). As proteinas recombinantes causaram mortalidade de 50% para
larvas de A. grandis com 230 ug/ml e 160 pg/ml de Cry1la1l2 e Cry8,
respectivamente, enquanto que para larvas de S. frugiperda, apenas Cry1la12 foi
toxica causando mortalidade de 50% com 5 pg/ml. Todos estes estudos
contribuirdo para o desenvolvimento de plantas transgénicas de algodao, bem
como para a geragao de novas moléculas com maior toxicidade e especificidade

utilizando a evolugdo molecular in vitro (DNA shuffling) destes genes.
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ABSTRACT

Cry toxins or d-endotoxins, produced by Bacillus thuringiensis, show broad activity
against several orders of insects. In addition, they are harmless to mammals,
birds, amphibian, and reptiles. Because of these characteristics, several genes
have been used in the development of transgenic plants to control pests in
important crops. Among them, the cotton crop is very important in Brazil and it
has the cotton boll weevil, Anthonomus grandis, and the fall armyworm,
Spodoptera frugiperda, as the major pests in this crop, which cause several
economic damages. The objective of this work was: to characterize a Bt strain
(S811), which is toxic towards S. frugiperda and A. grandis, to identify and clone
the coding genes of the Cry toxins with potential to control these pests, to express
the genes in Escherichia coli heterologous system, and to test the toxicity of the
recombinant proteins towards the reported pests. Electronic microscopic analysis
revealed the presence of bipyramidal and spherical crystals and SDS-PAGE
analysis showed proteins with 140 kDa and 80 kDa of molecular weight mass.
Further gene characterization, using specific primer sets to detect cry genes,
identified three genes, crylAb, crylla e cry8, although the crylla e cry8 were the
genes of major interest. The cry8 gene was isolated through TAIL-PCR
techniques and encodes a protein 58% identical to other Cry8 toxins, while the
protein deduced from cryllal2 gene showed 99% identity with other Cry1la toxins
previously described. The crylAl12 and cry8 gene toxic fragments were cloned
and expressed in E. coli, and the 70 kDa recombinant proteins of were tested
against A. grandis and S. frugiperda. Cry1la12 toxin caused 50% mortality at 230
Mg/ml and 5 pg/ml towards both A. grandis and S. frugiperda, respectively. Cry8
toxin caused 50% mortality only against A. grandis at 160 ug/ml. In addition to the
transgenic cotton development program, these results will permit the generation of
new molecules with higher toxicity and specificity for these pests through in vitro

molecular evolution (DNA shuffling) of these genes.
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Introdugéo 1

1. INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium spp.) € uma das culturas anuais mais importantes
do Brasil, pelo seu valor econémico e social (Richetti e Melo Filho, 2002). A
realidade dos téxteis de algodao no Brasil configura na plenitude toda a gama de
situacbes dos novos tempos de uma economia que se globaliza. Trata-se de um
segmento que sofre uma intensa transicdo da antiga para a nova conformagao, com
mudangas no plano da tecnologia de producdo, dos métodos gerenciais, da
organizacgao setorial e da regulacdo estatal. Todas estas questdes movem-se em
alteracbes rapidas, na procura de construir uma insercdo competitiva sustentavel
para os téxteis de algoddo no Brasil, da producdo de algoddo em carogo ao
vestuario. O enfrentamento de desafios exige diagndstico e definicdo de cenarios
consistentes, para que idéias sejam debatidas e resultem em solugbes de

compromisso de implementacdo das medidas construtoras de um futuro desejado.

1.1 Breve histérico do algodéao

O algodédo pertence a familia das malvaceas e ao género Gossypium.
Considerado como a mais importante das fibras téxteis, naturais ou artificiais, e
também como a planta de aproveitamento mais completo, a qual fornece os mais
variados produtos de utilidade.

As primeiras referéncias histéricas datam dos tempos mais remotos da historia
do homem. Documentos e escavacgdes indicam que esta fibra tem sido usada ha
mais de vinte séculos, tanto no Velho como no Novo Mundo, sendo que sua origem
como planta cultivada se perde na pré-histéria (Beltrdo, 1999).

Esta magnifica planta comegou a ser cultivada na india 3000 anos a.C., de
onde se expandiu para outras regides através do Ird e da Asia Ocidental. Mas foi na
China que sua utilizagado na confeccédo de tecidos comegou. Chegou até a Grécia,
levada por Alexandre, o Grande, e depois ao Egito. A Europa, até os séculos IX e
Xl, utilizava somente a 1& como fibra téxtil, mas conhecendo a fibra do algodao
através dos Arabes da peninsula Ibérica. Na América pré-colombiana, os nativos
plantavam algumas espécies para extrair a fibra, fiar e tecer. Na industria téxtil, o

algodao ganhou impulso incontrolavel no século XVIII, quando Richard Akwright
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inventou a maquina de fiar, Edmond Cartwright, o tear mecénico, e Eli Whitney, o
descarogador mecanico (Freire, 1997).

No Brasil, pouco se sabe sobre a pré-histdria desta malvacea. Pela época de
descobrimento de nosso pais, os indigenas ja cultivavam o algodao, convertendo-o
em fios e tecidos para fabricagdo de redes e pequenas pegas de roupas, além de o
usarem em tochas incendiarias presas as flechas. No inicio do século XVI, Jean de
Lery ja descreveu o processo que os indios utilizavam para fiar e tecer o algodao.
Em 1576, o portugués Gandavo informou que as camas eram de redes de fios de
algodao e, Soares de Souza, mais tarde, revelou que o algodao tinha para os
indigenas outras utilidades: com o carogo esmagado e cozido, faziam mingau, e,
com o sumo das folhas curavam feridas (Freire, 1997). E, a influéncia portuguesa
permitiu o desenvolvimento da cultura nos estados do Para, Maranhao, Ceara,

Pernambuco e Bahia (Freire, 1997).

1.2 Cultivo do Algodéo no Brasil

A cultura do algodao atingiu, durante as décadas de 1960 e 1970, mais de
trés milhdes de hectares plantados nas regides Centro-Sul e Nordeste,
caracterizando-se por uma agricultura de pequenas areas e baixa tecnologia. Na
década de 1980 a cultura praticamente nao resistiu a entrada de uma nova praga, o
bicudo-do-algodoeiro  (Anthonomus grandis), reduzindo a produtividade e
provocando uma inversdo na cotonicultura, tornando o Brasil de grande exportador
para maior importador do mundo. Este decréscimo na area plantada pode ser
claramente notado na safra de 1997, onde apenas 657.000 hectares foram
plantados (CONAB, 2006).

Diante deste cenario, a busca por novos espacgos foi imediata e, espelhando-
se no desenvolvimento da soja e do milho na regiao do cerrado, a cotonicultura
migrou principalmente para o centro-oeste tornando-se uma cultura de grandes
areas e de alta tecnologia. Esta nova viséo foi tracada por volta de 1986, quando
foram realizados os primeiros testes com a cultura na regido do cerrado. Naquela
época os produtores notaram que a viabilidade e a estabilidade da cultura, na nova
fronteira agricola, dependeriam da geragao de tecnologias adequadas as condi¢des

sécio-econdmicas da regiao Centro-Oeste (Beltrao, 1999).
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A partir da safra de 1998, o progresso pode ser notado no estado do Mato
Grosso, que aumentou rapidamente sua produtividade, alcangando um crescimento
de 536,25%. Em 2000, passou de 42,26 mil hectares para 268,87 mil hectares,
aumentando a produtividade em 82,21%. Dados da CONAB (2006) indicam que a
area plantada com a cultura do algodao no Brasil nas safras de 2004/2005 foi de
1.179 mil hectares revelando um expressivo crescimento estimado de 37% em
relacdo as safras anteriores (2002/2003 e 2003/2004). O sucesso da produgao
deve-se a utilizacdo de cultivares adaptados e de modernas técnicas de cultivo,
elevando desta forma o padrédo tecnoldgico, bem como os rendimentos. Sendo
assim, os danos causados pelas pragas foram de certo modo controlados. (Richetti
e Melo Filho, 2002).

Mas de modo contrario, os produtores que persistiram no cultivo do algodoeiro
nos estados de Sdo Paulo, Parana e Nordeste continuaram a sofrer drasticamente
os danos do bicudo-do-algodoeiro. Este fato pode ser observado na ultima safra
(2004/2005), onde apenas 400 mil hectares foram plantados, sendo a producéo total

57% menor que a produgéo do Centro-Oeste.

1.3 As pragas do algodoeiro

O algodoeiro é dentre todas as plantas domésticas e cultivaveis, uma das
mais atacadas por doencas e pragas, além de apresentar alta sensibilidade a
ocorréncia imposta por plantas daninhas (Beltrao, 1999). As pragas atingem desde
as raizes até a parte area da planta. Os niveis populacionais das pragas variam de
regido para regidao, dentro de uma mesma regido e de uma safra para outra,
podendo, ocasionar sérios prejuizos a cultura (Beltrdo, 1999).

Isso ocorre devido ao fato do algodoeiro possuir inumeras glandulas,
denominadas nectarios, que produzem uma secrec¢ao liquido-resinosa agucarada,
que faz com que sua cultura seja uma das mais atrativas para os insetos. Os gastos
com defensivos para o controle de pragas representam a maior parcela dos custos
de produgéo, chegando a 28% dos gastos totais (Santos, 2002).

Destacam-se como insetos fitéfagos predadores do algodoeiro, responsaveis
pela reducdo da producédo e ou da qualidade da fibra: o bicudo-do-algodoeiro —
Anthonomus grandis, o curuqueré — Alabama argilacea, a lagarta-da-mag¢a —

Heliothis virescens, a lagarta-rosada — Pectinophora gossypiella e a lagarta-do-
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cartucho-do-milho — Spodoptera frugiperda. Dentre estas, o bicudo-do-algodoeiro,
representa uma das pragas mais sérias da cotonicultura do continente americano, a
qual contribuiu significativamente para a inviabilizacdo da cultura nos estados do
Centro-Sul (Silvie et al., 2001).

1.3.1. Bicudo-do-Algodoeiro (Anthonomus grandis, Coleoptera
Boheman, 1843)

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis, Boheman, 1843), invadiu os
plantios de algoddo dos Estados Unidos, em Brownsville, TX, por volta de 1892.
Considerado como uma das pragas mais sérias da cultura do algodao, encontra-se
disperso no México, Cuba, Haiti, Venezuela, Colédmbia, Paraguai e Brasil (Haynes e
Smith, 1992). Pertence a familia Curculionidae, subfamilia Anthonominae,
caracterizando-se por utilizar os botdes florais e frutos do seu hospedeiro como fonte
de alimento e local de desenvolvimento, causando prejuizos diretos a
comercializagéo da fibra de algodao (Haynes e Smith, 1992). No Brasil, a introdugéo
do bicudo ocorreu em fevereiro de 1983, na regido de Campinas — SP e em julho do
mesmo ano, na Paraiba. Sua rapida disseminacdo ocorreu devido a sua alta
mobilidade e adaptabilidade a novos ambientes.

Os niveis de infestagdo crescem rapidamente e os prejuizos podem atingir até
100% da produgédo, caso as medidas de controle ndo sejam adequadas.
Representa um grande potencial de dano, sendo considerado praga-chave no
planejamento e controle dos insetos nocivos a cultura, principalmente devido a
dificuldade de controle pelos inseticidas quimicos (Haynes e Smith, 1992). Essa
dificuldade ocorre devido ao seu ciclo de vida, na fase larval, ocorrer dentro dos
botdes florais e magas.

O adulto do bicudo possui coloragdo cinza ou castanha, com
aproximadamente 7 mm de comprimento e apresenta um bico com cerca de 2 mm.
A reproducéo sexuada do bicudo se inicia quando os botdes florais atingem cerca de
6 mm de didmetro. Os ovos sao depositados isoladamente nos botbes florais (7 a
11 ovos/fémealdia), atingindo um total de 150 ovos por fémea, durante um periodo
de 21 dias. Tipicamente, o periodo de eclosdo € de trés dias, seguindo-se do
desenvolvimento das larvas em trés instares, os quais duram em média de 2 a 4

dias, cada um. Um ou dois dias apds a primeira muda de pele da larva, o botéao
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floral infectado cai ao solo e a larva continua seu desenvolvimento, por cerca de 10 a
11 dias, empupando e tornando-se um novo adulto (Fundagéo, 2001)

O ciclo de vida de ovo a adulto se completa em aproximadamente 20 dias. Os
adultos se alimentam nos botdes florais e, na auséncia destes, ou sob forte pressao
populacional, as magas também sao atacadas. As larvas que se desenvolvem no
interior das macas dao origem a adultos mais aptos para sobreviver durante a
entressafra. Quando ndo existem estruturas de frutificacdo (botdes e magas), os
adultos se alimentam de folhas cotiledonares, dos peciolos das folhas e de ponta de
haste, podendo permanecer de 30 a 40 dias, durante a safra, alimentando-se e
ovopositando nos botdes florais (Fundagao, 2001).

Na época da colheita do algodao, o bicudo se abriga em refugios localizados
nos abrigos permanentemente vegetados (matas auxiliares e capinzais) ou nas
soqueiras aguardando o novo plantio. Nesses locais de refugio, os adultos
permanecem com seu metabolismo fisiolégico reduzido, alimentando-se
esporadicamente de graos de pdlen de diferentes espécies vegetais. Nessas
condi¢des, muitos individuos sobrevivem a safra seguinte, pois estes locais s&o
atingidos unicamente por inseticidas sistémicos, cuja aplicagdo exige um
investimento que pode chegar a 25% do valor do produto, o que inviabiliza a
produgao, principalmente na regiao nordeste do Brasil (Fundagéao, 2001).

O periodo compreendido entre os 40 e 90 dias se constitui na fase critica de
ataque do bicudo para o algodoeiro. As plantas de algodao de lavouras recém-
emergidas exercem atragcado sobre grupos de bicudos sobreviventes da entressafra.
O ataque se inicia a partir de bordaduras da cultura através de danos as partes
vegetativas das plantas, como folhas, peciolos e gemas apicais. Os adultos
imigrantes das matas geralmente se estabelecem nas bordaduras. Estes adultos
permanecem nestes locais, aguardando a emissao de botdes florais, que acontece a
partir dos 35 dias. Sob niveis normais de populagdo, em fungdo do manejo
adequado da praga, as infestagcbes podem permanecer nas bordaduras das lavouras
até os 70 dias. Mas, a partir desta fase ocorre um processo de dispersao acelerada
do inseto em toda a area (Beltréo, 1999).

Desde a introduc¢do do bicudo, tecnologias de semicontrole e de convivéncia
com essa praga tém sido desenvolvidas, através da utilizagao de cultivares precoces

e do estabelecimento de gendtipos que apresentam frutificagdo concentrada.
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1.3.2. Lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda, Lepdoptera, Smith,
1797)

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda, Smith, 1797), um inseto
polifago, pertencente a ordem Lepidoptera, familia Noctuidae, encontrou no
algodoeiro outra fonte de alimento, ocasionando danos desde a emergéncia até a
maturacdo das plantas. A lagarta-do-cartucho é caracterizada por atacar diversas
culturas de importancia econdmica, como milho, sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijao,
amendoim, tomate, algodao, batata, repolho, espinafre, abobora e couve (Cruz et al.,
1999).

A lagarta-do-cartucho mede cerca de 40 mm de envergadura e o comprimento
do corpo é de 15 mm, de coloragdo pardo-escura nas asas anteriores e branco-
acinzentada nas posteriores, podendo apresentar longevidade de 12 dias. Seus
ovos sao depositados sob as folhas e nas bracteas dos botbes florais e magas, em
grupos de 50 a 300 ovos, podendo alcancgar 1500 a 2000 ovos por fémea (Cruz et
al., 1999). O periodo de incubagéo dos ovos & de aproximadamente trés dias sob
temperaturas variando entre 25 e 30 °C. Em temperaturas inferiores a 25 °C esse
periodo pode se prolongar até dez dias. Inicialmente, o ovo é de coloragéo verde-
clara, passando a uma coloragao mais alaranjada apos 12-15 h. Proximo a ecloséo
das larvas, o ovo mostra-se escurecido devido a coloragdo negra da cabeca da
larva, vista atras da casca. Os ovos sao cobertos por pélos e por uma camada fina
e longa de escamas, deixadas pela fémea por ocasido da postura.

Ao final do periodo de incubagao, as lagartas recém-eclodidas alimentam-se
da propria casca do ovo. Apds a primeira alimentacdo, permanecem em repouso
em um periodo de 2-10 h. Quando encontram o hospedeiro ideal, raspam a face
abaxial das folhas, deixando-as necrosadas ou translucidas. A seguir estas lagartas
infestam plantas ao redor, soltando-se ao vento através de fios que tecem,
distribuindo-se uniformemente na area cultivada. As lagartas adultas fazem buracos
nas folhas podendo destruir completamente pequenas plantas.

Os danos causados acometem as folhas, botbes florais, flores e macas.
Ocorrem também a destruicao dos limbos e a perfuracdo das folhas, respeitando as
nervuras principais no talo (Santos, 2002).

As lagartas pequenas sao mais facilmente controladas pelos inseticidas,

enquanto as mesmas estdo sobre as folhas para se alimentarem. As lagartas
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médias e grandes apresentam as mesmas dificuldades de controle do bicudo, uma
vez que se alimentam das estruturas internas das flores e macas, se tornando alvos

de dificil controle.

1.4 Geracgao de tecnologia para controle de pragas

O algodoeiro e suas pragas coexistem por um longo periodo evolutivo. Planta
e inseto formam um sistema morfolégico e bioquimico interdependente e competitivo
resultando, na maioria das vezes, na utilizacao de parte da planta pelo inseto. Essa
parte utilizada é o dano causado pelo inseto a planta, e depende do tamanho da
populagdo da praga, e da habilidade da planta de resistir ao ataque e de se
recuperar do dano sofrido (Beltrao, 1999).

A interacdo planta versus inseto pode ser visualizada de pelo menos duas
maneiras: do ponto de vista do inseto, com a planta variando de adequada a
completamente inadequada como hospedeira e, por outro lado, do ponto de vista da
planta onde, quanto menor o numero de espécies e abundancia de insetos
associados a ela, e quanto menor o efeito que esses insetos exercem sobre elas,
maior a sua resisténcia sobre esses insetos (Santos, 2002).

Entre um extremo e outro de resisténcia das plantas as pragas, existe um
completo e extensivo arsenal de mecanismos de ataque e contra-ataque a agéo dos
insetos, que vao desde um simples impedimento morfolégico a complexos
componentes fitoquimicos, que interferem diretamente no processo metabdlico
envolvido na utilizagcdo da planta como hospedeira do inseto. Em termos praticos, a
resisténcia do algodoeiro as pragas representa a habilidade de certas cultivares
produzirem algodao de melhor qualidade em maior quantidade que outros cultivares,
sob ataque da mesma populagéo de insetos—praga (Freire, 1997).

Na maioria dos paises onde o algodado é cultivado, a vulnerabilidade as
pragas representa o principal problema desta cultura. Sem alternativas de controle
mais eficazes, os produtores de forma rotineira, continuam acreditando que os
inseticidas quimicos sdo a uUnica forma de protecdo das lavouras. Embora
eficientes, estes sdo onerosos, potencialmente danosos ao homem, ao meio
ambiente e a longo prazo ocasionam o desencadeamento de processos de

resisténcia, ressurgimento de pragas e redugado na incidéncia de inimigos naturais
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(Panizzi 1977). Por isso, taticas alternativas ao uso de inseticidas quimicos séo,
hoje em dia, extremamente desejadas.

A introducédo estavel de genes exdgenos em plantas de algodao, com a
finalidade de induzir resisténcia a insetos-praga, € uma excelente alternativa para a
diminui¢do de grande parte dos problemas associados aos métodos quimicos. Esta
tecnologia reune varias vantagens, principalmente a de ndo poluir o ambiente.
Dados gerais mostram que as plantas transformadas de algoddo n&o apresentaram
efeitos negativos sobre o ambiente e produgao, sendo as caracteristicas herdaveis e
expressas normalmente na planta (Adamczyk et al., 2001).

A disponibilidade de microrganismos e compostos organicos na natureza para
utilizacao biolégica € muito grande, e fornecem ampla variedade de matéria-prima
para o desenvolvimento de novos produtos com maior patogenicidade contra o
inseto e largo espectro de acdo. Dentre esses microrganismos, uma grande
descoberta foi a utilizacdo de Bacillus thuringiensis como agente de controle
biolégico e como fonte de moléculas potenciais para programas biotecnoldgicos,
destinados a obtencdo de plantas trdnsgénicas resistentes as pragas. Com esta
estratégia € possivel reduzir a niveis toleraveis as popula¢des de pragas agricolas

de interesse econdmico (Perlak et al., 1990).

1.5 Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis (Bt) € uma bactéria de solo, anaerdbica facultativa, Gram-
positiva, flagelada, esporulante, caracterizada por sua forma de bastdo e pela
presencga de inclusdes cristalinas protéicas (ICP ou Cry) (Whiteley e Schnepf, 1986;
Benintende e Marquez, 1996). Sua primeira descricdo foi realizada pelo
bacteriologista japonés, Ishiwata, em 1901, que isolou a bactéria de larvas mortas de
Bombyx mori (bicho-da-seda). Em 1911, Berliner isolou um organismo similar, a
partir de larvas mortas de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), no distrito
de Thuringia, Alemanha, denominando-o de Bacillus thuringiensis. Em 1916, Aoki e
Chigasaki demonstraram que a atividade inseticida era devida a uma incluséo
protéica (toxinas Cry), presente nas culturas de células vegetativas. A bactéria Bt
pode ser sistematicamente classificada como: Classe: Firmibacteria; Ordem:
Eubacteriales; Familia: Bacilaceae; Género: Bacillus; Espécie: B. thuringiensis
(Whiteley e Schnepf, 1986).
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Este microrganismo tem sido amplamente utilizado como agente de controle
biolégico de pragas agricolas e vetores de doengas ha mais de 50 anos, com um
mercado estimado em 60 a 80 milhdes de délares por ano, correspondendo a cerca
de 2% do total desse mercado. Pesticidas baseados nas toxinas Cry geralmente
tém baixo custo de desenvolvimento e registro. Inumeras considerag¢des sao feitas
em relacdo ao desenvolvimento de produtos a base de Bt, pois ao contrario dos
inseticidas quimicos, nao deixam residuos no ambiente (Schnepf et al., 1998).

Quanto a sua toxicidade, as toxinas Cry sédo caracterizadas por nao serem
nocivas a mamiferos, aves, peixes, anfibios ou répteis, sendo desta forma,
especificas a grupos de insetos e alguns invertebrados. Seu modo de acao difere
completamente do modo de agao dos pesticidas quimicos, fazendo das toxinas Cry
componentes-chave do manejo integrado de pragas (MIP), preservando os inimigos
naturais e permitindo o manejo de resisténcia.

As principais limitagdes das formulagcdes convencionais de Bt vém a ser seu
restrito espectro de acao, dificuldades de acesso a algumas pragas (tais como
aquelas que se alimentam de tecidos internos de plantas ou raizes) e limitada
persisténcia no campo, devido a degradagao por fatores ambientais diversos. Essas
restricbes podem ser superadas através de processos biotecnoldgicos, pela
utilizagdo da tecnologia do DNA recombinante, a qual permite a introdugéo de genes
exdégenos em um determinado organismo possibilitando a obtencdo de plantas
transgénicas.

Atualmente, mais de 300 genes cry foram determinados e classificados em 40
grupos de diferentes subgrupos, com base na identidade da sequiéncia de
aminoacidos (Bravo et al., 1998). A atualizagdo constante desta nova classificagéo
se encontra disponivel no site

www.http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/ Bt/ver.html. As toxinas

para insetos da ordem Coleoptera sdo as toxinas Cry3, Cry7, e Cry8, bem como,
Cry1B e Cry1l, as quais apresentam dupla atividade contra lepidépteros e
coleopteros (Bravo et al., 1998).

Varios fatores de viruléncia podem ser produzidos pelo Bt, além das proteinas
cristal, incluindo proteinas téxicas com atividade inseticida como a a-exotoxina, B-
exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (Hansen e
Salamitou, 2000). Por outro lado, o esporo também pode contribuir para a

patogenicidade através de sinergismo com as proteinas cristal (Johnson et al.,
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1998). Todos esses fatores podem atuar em sinergia, mas a exata contribui¢cdo

desses fatores ainda ndo é totalmente conhecida.

1.5.1. 3-endotoxinas

As 6-endotoxinas, ou proteinas cristal sdo produzidas durante o processo de
esporulagcado. A morfologia das inclusdes parasporais varia entre as subespécies, de
acordo com a composicdo das é-endotoxinas e, até certo ponto, com as condi¢des
do meio de cultura (Gill et al., 1999). A maioria das estirpes pode sintetizar mais de
um tipo de cristal (Lereclus et al., 1993; Aronson, 2002) e esses cristais podem ser
formados por uma ou varias é-endotoxinas, como por exemplo, Bt subsp. israelensis
que contém pelo menos quatro proteinas no cristal (Lereclus et al., 1993). O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos permite uma visdao das relacdes
evolutivas entre as diferentes classes de genes cry, revelando a presenga de cinco
blocos conservados, o que sugere que eles sejam importantes para a fungéo
biolégica dessas proteinas, principalmente, por se localizarem nas regides internas
da proteina e na regidao de contato entre dominios (De Maagd et al., 2003). A
comparagao de 1000 residuos da regiao C-terminal sugere a presenca de trés
blocos adicionais. A Figura 1 mostra a presenca ou auséncia desses blocos em
grupos da familia dessas toxinas. O primeiro grupo é formado pelas proteinas Cry1,
Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 e Cry10 que sao muito relacionadas e suas toxinas
ativas compartilham cinco blocos de significativa homologia (Hofte e Whiteley, 1989;
Lereclus et al., 1993; Baum e Malvar, 1995). Um segundo grupo é formado pelas
proteinas Cry5, Cry12, Cry13, Cry14 e Cry 21 onde observamos homologia entre os
blocos 1, 2, 4 e 5, sendo encontrada uma variabilidade do bloco conservado 1 em
relagéo aos grupos 1 e 2. As proteinas do segundo grupo apresentam uma variante
no bloco 2 e o terceiro bloco completamente ausente (Schnepf et al., 1998). Para
ambos os grupos apresentados, quando a proteina apresenta a regido C-terminal os
blocos 6, 7 e 8 estédo invariavelmente presentes. O terceiro grupo é formado pelas
proteinas Cry2, Cry11 e Cry18, constituidos pelo bloco 1 e uma variante truncada do
bloco 2, mas existindo significativa homologia com os outros blocos conservados
(Crickmore et al., 1998).
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Figura 1. Alinhamento da estrutura protéica priméria das toxinas Cry. As regides coloridas
correspondem as sequéncias conservadas. Dominios |, Il e Ill correspondem a porgédo da

toxina ativa. Imagem adaptada de De Maagd et al (2001).
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1.5.2. Estruturatridimensional das proteinas Cry

Algumas toxinas Cry ja tiveram suas estruturas tridimensionais resolvidas
como, Cry3A, Cry1Aa e Cry2Aa mostrando que estas sdo formadas por trés
dominios estruturais. O dominio |, responsavel pela formagéo do poro, possui 7 a-
hélices, sendo 6 hélices anfipaticas (a1, a2, a3, a4, a6 e a7) circulando uma hélice
central (Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; Morse et al., 2001). O dominio Il é
formado por trés folhas p-antiparalelas ao redor de um cerne hidrofébico, terminando
em algcas no apice da molécula (Shimizu e Morikawa, 1996) e o dominio Ill consiste
de duas folhas B-antiparalelas formando um B-sanduiche. Os dominios Il e lll estdo
envolvidos no reconhecimento e ligagdo ao receptor (Morse et al., 2001). Acredita-
se que o dominio lll esteja fortemente envolvido com a estabilidade estrutural (De
Maagd et al., 2001).

1.5.3. Mecanismo de a¢ao das proteinas Cry

Os sintomas observados a partir do momento em que as larvas dos insetos
susceptiveis ingerem os cristais e esporos sdo: parada alimentar, paralisia do
intestino, vomito, diarréia, paralisia total e finalmente a morte (Aronson et al., 1986).
Estudos histopatolégicos mostraram que as células colunares do intestino médio sao
afetadas inicialmente em sua microvilosidade apical, a qual é totalmente destruida
(Garcia-Robles et al., 2001). Embora os efeitos nas células caliciformes sejam mais
lentos, a citdlise também é observada.

O mecanismo de agao das proteinas Cry € um processo que pode ser dividido
em etapas. A solubilizagdo dos cristais no intestino dos insetos € a primeira etapa,
onde o cristal protéico € solubilizado devido ao pH extremamente alcalino do
intestino da maioria dos insetos, expondo deste modo, as toxinas que o compdem
(Grigorten et al., 1992). Essas toxinas em solugédo sao entdo ativadas por proteases
existentes no intestino médio dos insetos ocorrendo a perda das por¢des N-terminal
e C-terminal da proteina, liberando um monémero, de aproximadamente 60-70 kDa,
conhecido como fragmento téxico (Grochulski et al., 1995). O monémero liga-se,
entdo, a receptores especificos presentes na regiao apical da membrana das células
do intestino médio do inseto (Hofmann et al., 1988; Bravo et al.,, 1992). Em

lepidopteros, a toxina Cry1Aa liga-se a uma aminopeptidase (APN) de 120 kDa
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(Knight et al., 1994; Sangadala et al., 1994; Gill et al., 1995; Lee et al., 1996) e
proteinas do tipo caderina (Bt-R;) de 210 kDa em Manduca sexta (Vadlamudi et al.,
1995). Quando realizados estudos de interacado e especificidade das toxicas Cry
com estes receptores foram notadas diferengas de afinidade de ligagao onde a forte
interacdo com as caderinas Bt-R; sugerem um primeiro evento de interagdo da
toxina com as microvilosidades da membrana (Vadlamudi et al., 1993). Apds esta
ligacdo, o contato intermonomérico de 4 moléculas forma uma estrutura oligomérica,
conhecida como pré-poro que subsequentemente se insere na regido apical da
membrana para formagao do poro (Vie et al., 2001; Gomez et al., 2002; Rausell et
al., 2004). Evidéncias de estudos recentes mostram que aminopeptidases e
caderinas interagem de modo consecutivo com diferentes estruturas da toxina.
Inicialmente, o fragmento téxico se liga com as caderinas ocasionando a primeira
modificagdo conformacional da proteina. Esta modificagdo expde a regido da
primeira a-hélice que é proteoliticamente clivada por uma protease de membrana,
expondo desta forma, a proteina que tende a formar o tetrdmero, complexo pré-poro
(Gomez et al., 2002). Este oligbmero liga-se entdo a aminopeptidase, a qual esta
ancorada na membrana, através de glicosilfosfatidilinositol (GPI), coordenando o
complexo para a membrana, causando a inser¢ao e subsequiente formagao do poro
(Bravo et al., 2004).

Experimentos de protecdo osmaética demonstraram que, apds unirem-se ao
receptor e inserirem-se na membrana, as proteinas Cry formam poros com um
didmetro de 1 a 2 nm (Knowles e Ellar, 1987). Assim, as células epiteliais morrem
por inativagao do sistema que mantém o gradiente de pH (Wolfersberger, 1992) e
por citolise osmoética (Knowles e Ellar, 1987). As toxinas Cry aumentam a
permeabilidade das microvilosidades apicais a cations, anions, agua e moléculas de
maior tamanho. Isto causa um colapso na diferenga de potencial e, portanto, perda
de forga motriz que dirige a entrada de aminoacidos ao interior celular, assim como a
redistribuicdo dos cations entre o limem e o citoplasma. O efeito mais devastador
desse processo € a alcalinizacao do citoplasma que interfere no metabolismo celular
normal e tem, como consequéncia final, a destruicdo do epitélio intestinal (Harvey,
1992; Wolfersberger, 1992). Uma vez destruidas as células colunares e
caliciformes, os esporos de Bt tém acesso a hemolinfa, causando a morte das larvas

por inani¢ao e septicemia.
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1.5.4. Organizagéo dos genes cry

Com o uso de sondas homodlogas de genes que codificam as d-endotoxinas,
ficou evidente que, na maioria das estirpes, os genes cry estdo localizados em
plasmideos de grande tamanho (Lereclus et al., 1993). Eventualmente, esses genes
podem estar localizados no cromossomo, ou, ainda, em ambos.

Os perfis plasmidiais de inumeros isolados, representando a maioria das
subespécies de Bt, revelaram que esta bactéria contém um complexo conjunto de
elementos extra-cromossémicas, possuindo de 1-17 plasmideos com tamanho
variando entre 1 e 200 MDa (Baum e Malvar, 1995). O potencial de codificagdo
genética desses elementos pode atingir cerca de 10 a 20% do total do genoma da
bactéria. Muitos destes plasmideos tém baixa massa molecular (<10 MDa) e sao
cripticos. Na maioria das estirpes, os genes cry sdo encontrados em plasmideos de
alta massa molecular (>30 MDa) (Lereclus et al., 1993).

A conjugacéo entre linhagens de Bt, inclusive com a transferéncia de genes
cry, ocorre pela troca de plasmideos conjugativos de alta massa molecular, com alta
capacidade de mobilizagao por plasmideos de baixa massa molecular (Battisti et al.,
1985; Reddy et al., 1987).

A descoberta de que varias copias idénticas de um mesmo gene poderiam
estar presentes dentro de uma mesma estirpe e localizadas em diferentes replicons,
indicou que fenbmenos de recombinacdo ou de transposicdo poderiam estar
implicados na disseminagao e diversidade dos genes das proteinas cristal (Mahillon
et al., 1994). De fato, a maioria desses genes esta estruturalmente associada a
elementos moéveis. Atualmente, 17 sequéncias de insergédo (IS) e duas classes de
transposons ja foram identificadas e caracterizadas em Bt.

A associagao dos processos de conjugacao e mobilizagdo dos genes de 5-
endotoxinas, mediada pelos elementos moveis, adjacentes a estes, pode ter
contribuido para a origem da multiplicidade e diversidade das proteinas Cry,
apresentadas pelas inumeras estirpes de Bt. Por sua vez, esta diversidade confere
um potencial adaptativo extremamente forte a esta bactéria em termos de inseto

alvo.
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1.6 Desenvolvimento de plantas transgénicas: Importancias e Perspectivas

A ciéncia move-se rapidamente no campo da biologia molecular, abrindo
novas perspectivas a geracdo de plantas melhoradas. As ferramentas
biotecnolégicas apresentam-se como fortes aliadas dos métodos de melhoramento
classico, permitindo a transferéncia de informagdes genética entre espécies de
géneros, familias e, até mesmo, reinos distintos. Em toda a histéria da ciéncia,
nunca houve uma tecnologia com tamanha rapidez de aceitagdo como a engenharia
genética.

O setor agricola mundial inseriu-se nesta era biotecnoldgica, aderindo ao uso
de plantas transgénicas, com resisténcia a pragas, herbicidas, virus, entre outras.
Os paises que adotaram a tecnologia apresentaram incremento na produtividade e
reducao no custo de produgdo. E isso pode ser observado, pela area global com
plantas transgénicas cultivaveis, que cresce anualmente em uma velocidade intensa.
Em 1996, foram cultivados 1,7 milhées de hectares com plantas transgénicas, e em
2003 os indices mostram um aumento da area, que atinge 59 milhées, somente com
soja, algodao, milho e canola. Em 2004, esta area chegou a 67,7 milhdes de ha,
sendo que 22 milhdes correspondem a plantas que expressam genes cry (CONAB,
2006).

Inumeros genes cry tém sido introduzidos em plantas como fumo, tomate,
batata, algodao, milho e outras (Perlak et al., 1990), inclusive com modificagbes
genéticas e fusdes de genes, resultando num espectro de agdo mais amplo. Na
China, estudos mostram que, ao final da produgado, 60% dos custos finais sao
reduzidos com a utilizagdo de algodao transgénico (Ferry et al., 2006). Além destes
beneficios, a produtividade torna-se elevada em fun¢do do melhor controle de
pragas.

Atualmente, os Estados Unidos contribuem com 39 milhées de ha cultivados
com plantas transgénicas, a Argentina com 13,5 milhdes e a China com 3 milhdes
(Raney, 2006). Sendo que os Estados Unidos e a China desenvolvem suas
tecnologia adequada a realidade local, tornando-se grandes competidores mundiais.
Assim, faz-se necessario o desenvolvimento desta tecnologia no Brasil para a
geragcdo de um produto com competitividade mundial para, em um futuro préximo,

despontar dentre o0s maiores exportadores de fibra de qualidade.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora existam cultivares estrangeiros de algod&o transgénico com genes
cry, nenhuma dessas apresenta resisténcia aos insetos-praga A. grandis e S.
frugiperda. Sendo estas as principais pragas da cotonicultura brasileira, trata-se de
um trabalho que busca genes cry potenciais a geracdo de um cultivar nacional de

algodéo transgénico resistente aos insetos-praga em questio.

3. HIPOTESE

Os genes isolados da estirpe de Bt S811, cryllal2 e cry8Hal, podem ser
ativos contra as pragas do algodoeiro (A. grandis e S. frugiperda), sendo importantes

ferramentas a geragdo de uma cultivar brasileira resistente.

4. OBJETIVOS

4.1  Objetivos Gerais

Tendo em vista a importancia econdmica e social da cultura do algodao e os
grandes danos causados pelos insetos-praga A. grandis e S. frugiperda, foi
elaborado um projeto denominado Estratégias Moleculares para Controle das
Pragas do Algodoeiro A. grandis e S. frugiperda. O conhecimento da base
molecular da atividade inseticida das estirpes de Bt é fundamental quando se
pretende otimizar esta atividade. Neste contexto, o presente trabalho objetivou
realizar a caracterizagdo morfolégica dos cristais, o isolamento e expressao de
genes codificadores de proteinas Cry da estirpe S811 de Bt, oriunda do banco de
germoplasma de Bt da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Sendo o
objetivo final deste trabalho, a avaliagdo da toxicidade das proteinas recombinantes

para os insetos-praga de interesse.
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4.2 Objetivos Especificos e Estratégias

4.2.1 Identificacdo e caracterizacdo de estirpes de Bt ativas contra os

insetos-praga do algodoeiro

Estratégias:

) Analise dos bioensaios previamente realizados;

1)) Purificacado dos cristais da estirpe S811;

[l)  Analise morfologica dos cristais e da estirpe utilizando microscopia eletrénica
de varredura, confocal e de contraste de fase;

IV)  Analise do perfil protéico dos cristais purificados, assim como, o perfil protéico
da estirpe S811.

4.2.2 Identificacdo de genes cry e produtos os quais possam estar

envolvidos com a toxicidade das estirpes

Estratégias:

) Extracdo do DNA total da estirpe S811 para utilizacdo do mesmo em
amplificagbes de PCR utilizando oligonucleotideos gerais para genes cry descritos
por Bravo et al (1998);

1)} Sequenciar e analisar os clones obtidos pela amplificacdo com auxilio de

técnicas de bioinformatica.

4.2.3 Clonagem dos genes que apresentaram potencial para o controle

das pragas em questao

Estratégias:

) Utilizagdo oligonucleotideos especificos para amplificagdo dos genes ja
descritos na literatura;

1)} Utilizagao da técnica de TAIL-PCR para clonagem da seqiéncia completa de
genes inéditos;

[l)  Analise da sequéncia completa dos genes com auxilio de ferramentas de

bioinformatica.
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4.2.4 Expressao dos genes em sistema heter6logo com Escherichia coli;

Estratégias:

) Amplificagdo do fragmento que codifica a regido dos trés dominios estruturais
dos genes de interesse utilizando oligonucleotideos especificos;

) Clonagem do fragmento obtido em vetor de expressao pET101-D/TOPO
(Invitrogen)

[l)  Expresséo dos genes em E. coli BL21 (DE) Star;

IV)  Otimizagdo do sistema de expressdao para obtengdo de toxinas Cry
recombinantes na forma ativa;

V) Purificagdo de toxinas Cry recombinantes por cromatografia de afinidade por
niquel (Ni-NTA).

4.2.5 Determinacgado da atividade biolégica em bioensaios com larvas de

insetos de A. grandis e S. frugiperda.

Estratégia:
) Testar a atividade inseticida das toxinas Cry recombinantes contra insetos A.
grandis e S. frugiperda para futura utilizacdo de seus produtos génicos na geragéo

de plantas de algodao transgénicas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Caracterizacédo protéica da estirpe S811

Em um trabalho prévio (Monerrat et al., 2001), foi selecionada uma estirpe,
entre Bts pertencentes ao Banco de Germoplasma Microbiano da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, com base na sua toxicidade contra os insetos
A. grandis e S. frugiperda. A avaliagdo da toxicidade foi feita através de bioensaios
seletivos nos quais foi utilizado o extrato protéico total das bactérias Bt. Foram
consideradas efetivas as estirpes que apresentaram uma porcentagem de

mortalidade superior a 50%.

5.1.1 Condic¢des de cultivo

A estirpe S811, originaria de amostras de solo, foi obtida na regiao Centro-
Oeste do pais (Monerrat et al., 2001) e encontra-se depositada no Banco de
Germoplasma Microbiano da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para
coleta utilizou-se o procedimento recomendado pela World Health Organization
(1985). Em geral, as estirpes sdo cultivadas em caldo nutritivo (8 g/L caldo
nutriente, 1 g/L extrato de levedura e 1 g/L de KH,PO4) a 30 °C, com agitagdo de
200 rpm por 12 h para obtengao da cultura na fase vegetativa, ou por 48-72 h para

completa esporulagao.

5.1.2 Preparacdo de misturas esporos-cristais ou extracdo de proteina

total

As misturas esporos-cristais para analise das proteinas foram preparadas de
acordo com o protocolo descrito por De Souza et al., 1993. Uma determinada
quantidade de cultura completamente esporulada foi transferida (48-72 h de cultivo)
para um tubo Eppendorf e centrifugou-se a 10.000 g por 5 min (microcentrifuga
Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido trés vezes.
Ao final, ressuspendeu-se o precipitado em 0,15 M NaCl e centrifugou-se a 10.000 g
por 20 min. Foram realizadas duas lavagens do precipitado com agua milliQ estéril,

contendo 1,0 mM PMSF. O produto final foi armazenado a —20 °C.
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5.1.3 Analise das proteinas em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE)

As preparagdes de esporos-cristais da estirpe S811 foram analisadas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 10%, conforme procedimento
descrito por Laemmli (1970). Este procedimento permitiu conhecer o perfil protéico
e estimar a massa molecular das toxinas produzidas pela estirpe.

Em cada preparagao foram utilizadas aproximadamente 25 ug de proteina
diluidas em tampao de amostra de proteina contendo [(-mercaptoetanol. Apds
aquecer a mistura a 100 °C por 5 min, o volume total de cada amostra foi aplicado
no gel juntamente com 10 uL de marcador de alto peso molecular.

A eletroforese foi realizada em aparelho Mini Protean Il Electroforesis Cell
(Bio-Rad), contendo tampé&o de corrida 1 X (14,4 g Glicina; 3 g Tris-Base; 1 g SDS) a
amperagem constante de 25 mA, por 60 min. Ao final da corrida, o gel foi corado em
solugéo de azul de Coomassie por 60 min e descorado em solugao descorante (40%

de metanol e 12% de &cido acético) por 2 h.

5.1.4 Purificag&o de cristais

Para purificagdo de cristais foram adaptados os protocolos descritos por
Thomas e Ellar (1983) e De Souza et al. (1993).

Dez placas de Petri contendo colbénias crescidas até a total esporulagao (48-
72 h) tiveram, com a ajuda de uma alga de cromo-niquel, seu conteudo recuperado
em aproximadamente 20 mL de agua destilada. O material obtido foi centrifugado a
10.000 g, por 10 min, e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi
ressuspenso em 1 volume de solugdo contendo 0,1 mM PMSF e 0,01% Triton X-
100. Esse procedimento foi repetido trés vezes.

O sedimento final foi ressuspenso em 3 ml de solu¢do contendo 1% Triton X-
100, 0,05 M Tris HCI; pH 8,0 e 0,01 M NaCl. As fragcbes solluveis e insoluveis da
suspensao foram separadas apds a exposi¢ao a ultra-som com trés pulsos de 1 min,
com um intervalo de 1 min entre cada pulso, para separar esporos de cristais e
limpeza do material. O gradiente de sacarose foi montado em tubo de 30 mL
Ultraclear (BeckmanR), nas seguintes concentracdes: 84%, 79%, 72% e 69%, e
acima deste, acrescentou-se a suspensao de esporos-cristais. O gradiente contendo

a amostra foi entdo centrifugado a 23.000 rpm por 20 min, a 4 °C (ultracentrifuga
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Sorvall, rotor AH 628). Apds a centrifugagdo, a fragdo contendo os cristais foi
retirada, entre a interface 79 e 84%, e diluida em igual volume de agua. O material
foi entdo centrifugado a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante descartado e o
sedimento ressuspenso em 1 mL de uma solugdo de 0,01% Triton X-100. Esse
procedimento foi repetido duas vezes. O sedimento final foi ressuspenso em 0,1 mM
PMSF e armazenado a —20 °C.

5.1.5 Caracterizacdo morfologica dos cristais

As suspensobes de cristais purificados da estirpe S811, obtidas conforme
descrito no item 5.1.4, foram liofilizadas e depositadas sobre suportes metalicos. As
amostras foram cobertas com ouro por 180 s, utilizando-se metalizador EMITECH
modelo K550, e observadas em microscoépio eletrénico de varredura Zeiss modelo
DSM 962.

Microscopia de luz foi realizada com as células ainda em estado vegetativo

em microscoépio Leika MPS 60, com e sem contraste de fase.

5.2 Identificacdo de genes cry na estirpe S811

5.2.1 Extrac&o de DNA de B. thuringiensis (Método CTAB)

A purificacao de DNA total teve como objetivo a obtengdo de DNA com grau
de pureza suficiente para amplificagdo por PCR. A metodologia utilizada foi
realizada de acordo com o protocolo que utiliza 2% CTAB (p/v) adicionado de 0,2%
de p—mercaptoetanol.

A estirpe foi cultivada em 30 mL de caldo nutritivo até alcangar a fase
vegetativa (12-16 h de cultivo). Apods este periodo, centrifugou-se o material em
tubos de polipropileno a 4.000 g por 20 min. O precipitado de células foi congelado
em nitrogénio liquido (77 K) e triturado com pistilo em almofariz de porcelana até
formagédo de um po fino. O material foi transferido para um microtubo para adigéao
de CTAB 2%. O homogenato foi incubado a 65 °C por 30 min. Posteriormente,
adicionou-se 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1; v:v) ao material, o qual
foi levemente agitado e centrifugado a 10.000 g por 10 min. A fragdo aquosa foi

separada da organica e transferida para outro recipiente onde acrescentou-se 2/3 do
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volume de isopropanol para precipitagdo do DNA gendmico. O material foi mantido
por 5 min a temperatura ambiente e centrifugado a 10.000 g por 15 min. O
precipitado foi lavado com 70% etanol gelado e centrifugado a 10.000 g por 5 min.
O DNA foi ressuspenso em 50 uL de 20 mM Tris-HCI pH 8,0 e armazenado a —20
°C. As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro e analisadas em gel de

agarose 0,8% (p/v).

5.2.2 Amplificagcdo de DNA por PCR

Para identificar os genes codificadores de toxinas Cry na estirpe S811 foi
utilizada a técnica de PCR (Reacéo da Polimerase em Cadeia). As reagdes foram
realizadas em volumes de 25 uL contendo 2,5 ug de DNA total, 10 mM Tris-HCI pH
8,4, 2 mM MgCl,, 50 mM KCI, 200 mM de cada dNTP, 500 nM de cada
oligonucleotideo e 0,1 U/uL de Taq DNA polimerase, para cada amostra de DNA.

As amplificagdes foram realizadas utilizando oligonucleotideos especificos
para detecgao de genes do grupo cryl (Ceron et al., 1994; Ceron et al., 1995) e cry8
(Bravo et al., 1998). As condi¢des usadas para cryl no PCR foram as descritas por
Ceron et al., 1994 e as condi¢cdes usadas para os oligonucleotideos do grupo cry8
foram as descritas por Bravo et al., 1998, ambas resumidas na tabela 1. A
amplificagao foi realizada em termociclador (Mastercycler Gradient — Eppendorf) sob
as seguintes condigdes: desnaturagédo prévia a 94 °C por 2 min; repeticdo de 30
ciclos a 94 °C por 45 s (desnaturagdo); anelamento dos oligonucleotideos por 45 s;
72 °C por 2 min (extensdo da DNA polimerase) e ao final uma extenséo final 72 °C
por 5 min. Apés as reagdes de PCR, 15 uL de cada amostra foram misturados com
10 X de tampédo de amostra e aplicados em gel de agarose com 0,5 % brometo de
etideo em tampao de 1 X TBE (10,8% Tris-Base; 5,5% Acido Bérico; 0,6% EDTA
pH 8.0).
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Tabela 1. Descrigdo dos oligonucleotideos utilizados nas amplificag6es por PCR.

Oligo ™™ Sequéncia Autor

Cry1-gral (d) 65°C 5 TGTAGAAGAGGAAGTATATCC 3’

Cerén et al., 1995
Cry1-gral (r) 63°C 5 TACTTCCCAGAAACCGATA 3
Cry1-gral (d) 69°C 5 CTGGATTTACAGGTGGGGATAT 3’

Bravo et al., 1998
Cry1-gral (r) 70°C 5 AGTCAAATATGCGAAGCGACTCA 3’
Cry8B-Spe (d) 62,5°C 5 ATGAGTCCAAATAATCAAAATG 3’

Bravo et al., 1998
Cry8B-Spe (r) 69°C 5 GAGCCTTACGAGATGTTC 3’

5.2.3 Clonagem dos produtos de PCR e transformacé&o de clones

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados e visualizados por
eletroforese em gel 0,8% de agarose. Os fragmentos de DNA foram excisados do
gel (utilizando-se laminas novas), purificados utilizando-se o kit “Geneclean” (Bio 101
System) e quantificados por espectrofotometria. Os fragmentos purificados foram
entdo ligados a 50 ng vetor comercial pGEM-T easy (Promega), na razdo molar de
3:1 (inserto:vetor), com 4 U/uL T4 DNA ligase e tampao 1 X no volume final de 15 uL
quantidade necessaria de produto purificado para a ligagédo foi estimada utilizando-

se a seguinte férmula:

ng do vetor x tamanho do inserto (Kb)
* razdo molar (inserto:vetor) = ng do inserto.

tamanho do vetor (Kb)

Para transformacao do sistema de ligagdo em E. coli por eletroporagéo foram
utilizados tubos com aliquotas de 40 uL de células competentes de E. coli linhagem
XL1-Blue. A aliquota foi descongelada e transferida imediatamente para o gelo.
Adicionou-se 7,5 puL de sistema de ligagdo, previamente dialisado. O conteudo do
tubo foi transferido (células e sistema de ligagdo) para uma cubeta de eletroporagao
estéril de 0,1 cm e aplicou-se a corrente em um eletroporador Bio-Rad Gene Pulser
™ com os seguintes parametros: 1,8 kV de voltagem, 200 Q de resisténcia e 25 uF
de capacitancia. As células foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio LB e
incubadas por 1 hora a 37 °C. As células foram plaqueadas em meio LB-agar-amp e

incubadas em estufa 37 °C por aproximadamente 16 h. Os clones resistentes a
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ampicilina foram selecionados por a-complementagdo (1 mg de X-GAL e 2 mg de
IPTG sobre o meio para cada placa contendo didmetro de 70 mm) e confirmados por
PCR de colénia.

5.2.4 Extracdo de DNA plasmidial

Clones positivos foram inoculados em tubos de vidro contendo 3,5 mL de
meio LB-amp e incubados por aproximadamente 16 h a 37 °C em estufa a 300 rpm.
Todo o material foi centrifugado por 2 min a 8.000 g e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado de células foi ressuspendido em 300 pL de solugéo | (20
mM Tris-EDTA). Logo apoés, foram adicionados 200 uL de solugéo Il (0,2 M NaOH,;
1% SDS) e os tubos foram agitados manualmente por 5 min. Adicionou-se Solugao
Il gelada (300 uL de Acetato de potassio 3M; pH 5,5) e as amostras foram
incubadas em gelo por 5 min e centrifugadas a 11.000 g por 10 min em
microcentrifuga Eppendorf. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo
e 450 uL de isopropanol gelado foi adicionado. Apds nova centrifugagéo a 11.000 g
por 10 min, o precipitado foi ressuspenso em 150 uL de TE e 82,5 uL de NH4Ac e
novamente centrifugado a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi recolhido e
transferido para um novo microtubo e adicionou-se 525 uL de etanol absoluto
gelado. O material foi centrifugado a 10.000 g por 10 min para precipitagcdo do DNA,
que foi lavado com 500 uL de 70% de etanol e, novamente, centrifugado a 10.000 g
por 5 min. Ao final, o DNA foi ressuspendido em 20 uL de TE com RNAse A a
concentragao final de 10 ng/uL e incubado a 37 °C por uma hora e posteriormente

armazenado a -20 °C.

Para confirmagao dos clones positivos foi realizada uma reagédo de digestao
com a enzima de restricdo EcoRI (Invitrogen), contendo 1 X de tamp&o apropriado
para a enzima, 1 U de enzima e 1 uL do produto obtido da extragédo plasmidial em 15

uL de reacéo.
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5.2.5 Sequenciamento de DNA e analise computacional das sequéncias

Os fragmentos clonados (500 ng de vetor) foram sequUenciados em um
sequenciador automatico ABI, utilizando-se 4 pmoles de oligonucleotideos gerais T7,
SP6, reverso e universal. As sequéncias obtidas foram submetidas contra o banco
dados do GeneBank e SwissProt pelos programas “BLASTn” e “BLASTp”, pelo
endereco eletrénico do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). A
sequéncia consenso foi obtida pela analise dos alinhamentos multiplos das
sequéncias dos fragmentos génicos, através dos programas “gelassemble” e “pileup”
do GCG (Universtiy of Wisconsin), para determinagdo da sequéncia completa dos
genes. A andlise de dominios dos genes foi feita pelo programa “CDD-Search”
(Marchler-Bauer et al.,, 2003; Marchler-Bauer et al., 2005) contra o banco de
dominios conservados (Conserved Domain Database), também do NCBI, para
determinacao da identidade e similaridade, identificagdo de dominios conservados
que podem estar associados ao dominio em questdo e observacdo do contexto no
qual tais dominios sao observados. A massa molecular e ponto isoelétrico das
proteinas preditas foram determinados por programas do “Expasy”
(http://ca.expasy.org/tools/ pi_tool.html e http://www.up.univ-mrs.fr/cgi-wabim/a-
compo-p.pl). As sequéncias também foram alinhadas pelo “CLUSTALW” (Thompson
et al., 1994) (http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/) e o dendrograma resultante do
alinhamento foi editado no programa “TreeView” (Page, 1996). Todos os
oligonucleotideos desenhados foram testados no programa “OligoTech”, que informa
a Tm (temperatura onde metade dos oligonucleotideos estdo anelados) e a
ocorréncia de loops ou de homodimeros, assim como a energia necessaria para

romper estas estruturas indesejaveis.
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5.3 Clonagem do novo gene cry8

Para a clonagem de genes cry foi feita uma amplificagéo inicial por PCR com
oligonucleotideos especificos para a familia de 6-endotoxinas cry8 como descrito no
item 5.2.2. Amplificacbes subseqlentes com o objetivo de obter a seqiéncia
completa do gene foram feitas por TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced PCR),
utilizando oligonucleotideos especificos derivados das sequéncias previamente
amplificadas e oito oligonucleotideos arbitrarios.

O TAIL-PCR consiste numa aplicacdo da técnica de PCR que permite o
isolamento de segmentos de DNA adjacentes a sequéncias conhecidas (Liu et al.,
1995), utilizando para tal o DNA gendmico do organismo. A técnica utiliza
oligonucleotideos especificos sequenciais, junto a pequenos oligonucleotideos
arbitrarios degenerados, de modo a controlar termicamente a eficiéncia de
amplificacéo relativa de produtos especificos e inespecificos. Intercalando-se ciclos
de altas e baixas estringéncias, produtos especificos sao preferencialmente
amplificados sobre produtos nao especificos.

Resumidamente, sao feitas sequencialmente trés reagdes de PCR utilizando
trés oligonucleotideos sequenciais especificos de um lado e um oligonucleotideos
arbitrario do outro. E feito um ciclo inicial a baixa estringéncia de modo a permitir o
anelamento do oligonucleotideos arbitrario com o segmento alvo de sequéncia
desconhecida, seguido de alguns ciclos a alta estringéncia de modo a favorecer o
anelamento do oligo especifico e a amplificagdo linear da sequéncia alvo.
Alternando-se ciclos de altas e baixas estringéncias sdo formadas moléculas dupla
fita e a amplificagao da seqiéncia alvo torna-se logaritmica. Num segundo e terceiro
ciclo de amplificagdes, produtos nao especificos deixam de ser amplificados e séo
eliminados (figura 2).

Em etapa anterior foram desenhados oligonucleotideos especificos ao gene
cry8. Estes foram entdo utilizados em conjunto com os diferentes oligonucleotideos
arbitrarios para amplificar, a partir do DNA da estirpe S811, a regido do gene no
sentido 3" contendo o restante da seqliéncia codificadora.

Fragmentos amplificados potencialmente positivos foram clonados no vetor
pGEMT-easy (Promega) e seqUenciados em ambas as diregbes em um

sequenciador automatico, como descrito nos itens 5.2.3, 524 e 5.2.5.
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Seqiiéncia de DNA conhecida
Sequéncia flanqueadora desconhecida

Oligonucleotideo especifico 1
Oligonucleotideo especifico 2

Oligonucleotideo especifico 3

Oligonucleotideo arbitrario

"""" Produto inespecifico amplificado com oligonucleotideo especifico (a)

‘ﬁ Produto inespecifico amplificado com oligonucleotideo arbitrario (b)

Figura 2: TAIL-PCR. Representacdo esquematica da técnica de TAIL-PCR (Liu et al.,
1995).

1. Primeira amplificagdo com os oligonucleotideos especifico 1 e arbitrario. 2. Resultado
da primeira amplificagdo gerando produtos inespecificos (a, b) e o produto especifico (c).
3. Segunda amplificagdo com o mesmo oligonucleotideo arbitrario e oligonucleotideo
especifico mais interno gerando o segundo produto especifico (d). 4. Terceira
amplificagdo com o mesmo oligonucleotideo arbitrario e o oligonucleotideo especifico 3

gerando o produto final (). 5. Produto final especifico.
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5.4 Clonagem do gene cryll

Apds andlise dos fragmentos clonados, como descrito no item 5.2.2, foram
desenhados oligonucleotideos especificos baseados em regides altamente
conservadas de outros genes cryll descritos na literatura.

Estes oligonucleotideos “sense” 5° ATGAAACTAAAGAATCAAGATAAGC 3" e
“antisense” 5° CTAGATGTTACGCTCAATATGG 3’ foram entdo utilizados em uma
reacao de PCR simples como a descrita no item 5.2.2. A amplificacao foi realizada
sob as seguintes condigdes: desnaturagdo prévia a 94 °C por 2 min; uma repeti¢cdo
de 30 ciclos a 94 °C por 1 min (desnaturagdo); 55 °C por 1 min (anelamento dos
oligonucleotideos) e 72 °C por 2 min (Extensdo da DNA polimerase) e ao final uma
extens&o 72 °C por 5 min. O produto da amplificagdo foi separado por eletroforese
em gel de agarose 1,0% e purificado como descrito no item 5.2.3

A sequéncia de DNA completa do gene esta depositada no banco de dados

GenBank com numero de acesso AY788868.

5.5 Obtencéo das toxinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal

5.5.1. Construcdo dos vetores de expressdo pET10l/cryllal2 e
pET101/cry8Hal

Para identificar a regiao correspondente aos trés dominios estruturais dos
genes cry, as sequéncias foram traduzidas, comparadas e alinhadas com outras
toxinas Cry presentes nos bancos de dados. Os oligonucleotideos foram
desenhados com base no coédon de iniciagdo (ATG) dos genes, com adigao da
sequéncia CACC na regiao 5 do oligonucleotideo em orientagéo “sense”, segundo
instru¢des do fabricante do sistema pET Directional TOPO cloning (Invitrogen). O
oligonucleotideo “antisense” ndo possui o coédon de terminagdo, pois 0 mesmo
encontra-se logo apds a cauda de poli-histidina (figura 3).

Estes oligonucleotideos foram entdo utilizados em uma reagcdo de PCR com
volume final de 25 pL, contendo 400 nM de cada oligonucleotideo, 200 mM de
dNTPs, 1 X do tampado para a enzima pfu, 2,5 U de DNA polimerase pfu
(Stratagene) e 10 ng dos genes cry clonados no vetor pGEMT-easy (Invitrogen). A

amplificacao foi realizada em termociclador (Mastercycler Gradient — Eppendorf) sob
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as seguintes condigbes: desnaturagéo prévia a 94 °C por 1,5 min; uma repeticdo de
30 ciclos a 94 °C por 1 min (desnaturagdo); 55 °C por 1 min (anelamento dos
oligonucleotideos) e 72 °C por 2 min (Extensao da DNA polimerase) e ao final uma
extens&o 72 °C por 5 min. O produto da amplificagdo foi separado por eletroforese
em gel de agarose 1,0% e purificado como descrito no item 5.2.3.

O vetor de expressédo pET101/D-TOPO foi adquirido na forma linearizada com
uma extremidade abrupta e outra coesiva, complementar a extremidade do inserto
amplificado (figura 4A).

Neste sistema, o produto de PCR é diretamente clonado pela adicao dos
quatro pares de bases do oligonucleotideo de orientagdo “sense”. A extremidade
coesiva do vetor de clonagem (GTGG) invade a extremidade 5" do produto de PCR,
anelando-se com as quatro bases adicionadas (CACC) e estabiliza o produto de
PCR na correta orientagdo. A topoisomerase entao cliva a por¢gao sobressalente do
produto de PCR para que a ligacao seja efetiva (figura 4B). Os insertos podem ser
clonados desta forma com 90% de eficiéncia.

A reacao de ligagao foi realizada com 10 ng do produto de PCR, 200 mM de
NaCl, 10 mM de MgCls, 1 uL do vetor pET101. A mistura foi incubada a temperatura
ambiente, 25 °C, por 30 min. Células competentes de E. coli TOP10 foram
transformadas com 3 uL do sistema de ligagado (10 ng) por choque térmico. Para
este procedimento, os 10 ng de DNA foram misturados a 200 uL de células
competentes e a mistura incubada em gelo por 30 min. O choque térmico foi
realizado por 3 min a 42 °C. As células foram imediatamente transferidas para o
gelo e subsequentemente foram adicionados 500 puL de meio de cultura SOC (2%
triptona; 0,5% extrato de levedura; 0,05% NaCl; 2,5 mM KCI; 20 mM MgCl,). As
células em meio de cultura foram incubadas a 37 °C por 30 min e apds este periodo
foram plaqueadas em meio LB-Agar-amp.

Para verificacao de clones positivos foi realizada uma PCR de col6nia, a qual
utilizou como molde o DNA das bactérias transformadas e as mesmas condi¢des
descritas para a clonagem dos genes. Os clones positivos foram entdo inoculados

em 5 mL de meio LB-Amp e crescidos por 16 h a 37 °C a 200 rpm.
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pET101/D-TOPO”
5753 bp

Promotor T7: Induzido por IPTG permite a expressao em larga escala em
algumas linhagens de Escherichia coli.

Operon lac (lacO): Sitio de ligacdo do repressor lac, importante para a
redugdo da expressdo basal das proteinas recombinantes (sua fungdo pode
ser regulada pela presenga ou auséncia de glicose no meio de cultura).

RBS: Sitio de ligagdo do ribossomo, localizado acima da regido 5° do gene a
ser clonado na posicéo ideal para inicio do processo de traducéo.

Sitio de clonagem TOPO: Regido que compreende a localizagdo exata de
onde inserto sera clonado.

Epitopo V5 (Gly-Lys-Pro-lle-Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-Thr):
Utilizado para a detecgao de proteinas recombinanates por western blot
utilizando anticorpos anti-V5

6His C-terminal: Importante para a purificagéo de proteinas utilizando para tal
resinas as quais possuem metal acoplado.

Terminador T7: Sequéncia do bacteréfago T7 que permite a finalizagdo da
transcricdo dos genes.

Promotor bla: Promotor do gene de resisténcia a ampicilina

Gene de resisténcia a ampicilina (B-lactamase): Seleciona os plasmideos
resistentes em E. coli.

Origem de replicacdo pBR322 (ori): Elemento de replicagdo e manutengéo

do plasmideo em E.coli.

Figura 3: Mapa do vetor comercial pET101/D-TOPO para expressao heter6loga
em Escherichia coli. Representagdo esquematica do vetor, incluindo o promotor
pT7.
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Topoisomerase

@"0/
-———-CCCTT CACC ATG NNN --- -—- --- NNN AAG GG————
-———GGGRAGTGG —""GTGG TAC NNN --- --- -—- NNHN TTC CC————
O
Extremidade
coesiva de ligagdo
dos genes cry
Topoisomerase
B -———CCCTTCACC ATG NNN --- --- --- NNN AAG GG- —-—-—
-———GGGAAGTGE GTM NNN --- --- --- NNN TTC CC—- ——-—
&L

Figura 4: Esquema do sistema de ligacdo do produto de PCR no vetor de
pEt101/D-TOPO. (A) A extremidade coesiva do vetor onde o produto de PCR sera
clonado é demonstrada juntamente com a presenga da enzima topoisomerase. (B) O
produto de PCR ¢é diretamente clonado pela adicdo dos 4 pares de bases do
oligonucleotideo de orientagédo direta. A extremidade coesiva do vetor de clonagem
(GTGG) invade a extremidade 5 do produto de PCR, anelando-se com as quatro
bases adicionadas (CACC) e estabilizando o produto de PCR na orientagéo correta. A
topoisomerase entdo cliva o pedaco sobressalente do produto de PCR para que a

ligacao seja efetiva.
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A extracao do DNA plasmidial foi realizada como descrito anteriormente no
item 5.2.4, assim como a confirmagao de clones positivos. Os plasmideos positivos

foram entdo nomeados de pET101/cryllal2 e pET101/cry8Hal.

5.5.2. Expresséo dos genes cryllal2 e cry8Hal em Escherichia coli

Plasmideos gerados no item 5.5.1 (pET101/cryllal2 e pET101/cry8Hal)
foram transformados por choque térmico em células de E. coli BL21 (DE) Star
(Invitrogen). Foram adicionados 10 ng dos vetores pET10l/cryllal2 e
pET101/cry8Hal em 200 uL de células competentes e incubou-se a mistura em gelo
por 30 min. O choque térmico foi realizado por 3 min a 42 °C e, logo em seguida, a
mistura de células foi colocada no gelo. Em seguida, adicionou-se 250 uL de meio
SOC e incubou-se por 30 min a 37 °C e 200 rpm de agitagdo. Apos este periodo as
células foram inoculadas em 10 mL de meio LB-amp e crescidas por 16 h. Esta
cultura foi entéo utilizada com pré-inéculo para a expressao.

Para cada 100 mL de meio LB-amp+ foram adicionados 5 mL do pré-inéculo.
O material foi incubado a 37 °C com 200 rpm de agitagdo. Apos a cultura atingir a
DOeoo entre 0,6-0,8 foi adicionado o indutor (IPTG) na concentracdo de 1mM e a
cultura permaneceu a 37 °C por mais 18 h a fim de se obter a proteina recombinante
Cry1la12 e 16 h para Cry8Ha1.

Para uma primeira analise em gel de poliacrilamida 12%, 1 mL da cultura
expressando a proteina recombinante foi centrifugada a 4000 g por 10 min.
Desprezou-se o0 sobrenadante e adicionou-se um volume equivalente de tampéao de
amostra 2 X contendo SDS e B- Mercaptoetanol. O material foi entao fervido por 5
min e posteriormente centrifugado. Desse material, 10 uL foram adicionados em gel
de poliacrilamida 12%, posteriormente corado com Azul de Comassie. Como
controle, foi utilizada uma aliquota retirada antes da indugédo preparada em iguais
condicoes.

Determinadas as condicbes de cultura ideais para melhor rendimento da
expressao da proteina recombinante, as células foram inoculas em volumes de 500
mL. Apods as 18 h de cultivo, o montante de células foi centrifugado por 10 min a
4.000 g e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de células foi ressuspenso
em 10 ml de tampao de lise (50 mM de tampéo fosfato pH 7,8; 300 mM NacCl, 10%
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glicerol, 0,5% triton X-100 contendo ou ndo 2 mg/mL lisozima) e as células foram
rompidas por ultra-som (3 X 5 min). O produto lisado foi entdo centrifugado por 15
min a 10.000 g. O sobrenadante foi entdo recolhido, quantificado pela metodologia
descrita por Lowry et al. (1951) e analisado em gel 12% SDS-Page.

Para obtencdo de grande quantidade de proteina soluvel, foi preparado meio
LB-amps com a adigdo de dois reagentes: 600 mM sorbitol e 2,5 mM de Betaina.

Para expressao, a temperatura 6tima utilizada foi 28 °C.

5.5.3. Purificacdo das toxinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal

recombinantes

O sobrenadante contendo as proteinas recombinantes foi submetido a
cromatografia de afinidade a niquel (Ni), utilizando-se 5 mL da resina Ni-NTA (acido
nitrilotriacético-niquel — Quiagen), com a capacidade de reter 5-10 mg de proteina
recombinante com cauda de poli-histidina. A resina foi entdo empacotada em uma
coluna de vidro e equilibrada com 4 volumes de coluna com solugao de equilibrio (50
mM de tampéo fosfato pH 7,8; 300mM NaCl e 10 mM imidazol). A amostra foi
adicionada (ndo excedendo a capacidade total da resina) e a porgdo nao retida,
reservada e quantificada para andlise. O excesso de material foi retirado com a
adicao de 3 volumes de coluna de tampao de equilibrio. A lavagem foi realizada
com 6 volumes de coluna de solugéo de lavagem (50 mM de tampéo fosfato pH 7,8;
300mM NaCl e 20 mM imidazol). E, finalmente, a proteina foi eluida com dois
volumes de coluna de tampéo de eluigdo (50 mM de tampéo fosfato pH 7,8; 300mM
NaCl e 250 mM imidazol). O material eluido foi entdo dialisado contra 15 mM
tampéo carbonato (1,59 g de Na,CO; e 2,93 g de NaHCOs3;), quantificado pelo
método de Lowry et al. (1971) e submetido a bioensaios seletivos para determinagao

da atividade bioldgica.

56 Bioensaios

5.6.1. Bioensaios com larvas de Spodoptera frugiperda

Para determinagdo da dosagem letal, na qual, 50% das larvas testadas

morrem, foram realizados bioensaios com as proteinas recombinantes em diferentes
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concentragdes previamente determinadas pela metodologia descrita por Lowry et al.
(1951). As concentragdes utilizadas foram 10 ng/cm?, 100 ng/cm?, 1000 ng/cm? e
5000 ng/cm? de dieta. A concentragao total necessaria de proteina para o ensaio foi
ajustada de modo que 35 uL de cada diluicao foram adicionados as placas de cultivo
contendo 24 pocos com uma area de 2,27 cm? cada um. Apds a absorcdo das
proteinas pela dieta as larvas de S. frugiperda foram adicionadas uma em cada
poco. Como controle negativo, uma placa contendo apenas a dieta foi preparada
com as larvas e uma segunda placa contendo o tampao em mesmas condi¢cdes na
qual a amostra se encontrava. As placas foram entdo fechadas com tampa de
acrilico e ligas elasticas foram colocadas para prender bem as mesmas. O
experimento foi entdo colocado em uma B.O.D para aclimatagao das larvas. Apods
48 h foi feita a primeira leitura e as larvas sobreviventes foram entao colocadas em
copinhos de plastico de 50 mL contendo dieta livre de proteina por onde as larvas
permaneceram por mais quatro dias. Apods estes sete dias, foi feita a leitura final de

larvas mortas e vivas.

5.6.2. Bioensaios com larvas de Anthonomus grandis

O bioensaio contra larvas de A. grandis foi realizado em diferentes
concentracbes da proteina recombinante. As concentragdes utilizadas foram 50
ug/mL, 100 pg/mL, 200 ug/mL. A proteina foi incorporada a 15 mL de dieta e, em
seguida, a dieta foi vertida em placas de cultivo contendo 6 pogos. Foram
adicionados 5 mL em cada pog¢o da placa. Apds a solidificagdo, foram feitos 10
furos sob a mesma onde cada larva neonata foi colocada. O bioensaio foi mantido
em camara de incubag&o com fotofase de 14 h a uma temperatura de 27 °C. Apos

uma semana, a leitura de larvas vivas e mortas foi realizada.
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6 RESULTADOS
6.1 Caracterizacdo da estirpe S811
6.1.1 Bioensaios preliminares

Bioensaios prévios realizados por Shirley Silva (2002), determinaram a
toxicidade da estirpe S811 contra os insetos-praga de importancia para a cultura do
algodao: Anthonomus grandis e Spodoptera frugiperda. Foram feitas trés repeticbes
de cada bioensaio, utilizando diluicdes entre 10" e 10" mL do contetido protéico total

(esporos e cristais) da estirpe.

Tabela 2. Sorotipo e toxicidade de estirpes de B. thuringiensis contra larvas de S. frugiperda, C.
quinquefasciatus e A. grandis. (Silva, 2002).

Toxicidade (% de mortalidade)

Estirpe  Sorotipo S. frugiperda A. grandis C. guinguefasciatus
(Lepid6pteros) (Coleopteros) (Dipteros)

S811 Auto-aglutinante 95 91.6 -

S1265  Morrisori 62 - -

Btt Tenebrioni - 70 -

HD1 Kurstaki 96 - 100

Esses estudos mostraram que 91,6% das larvas de A. grandis e 95% das
larvas neonatas de S. frugiperda foram mortas em bioensaios seletivos com as
culturas esporuladas (tabela 2). Esses bioensaios foram realizados na presenga das
estirpes padrdes para coledpteros (Btt) e lepidépteros (HD1), as quais apresentaram
taxas de mortalidade de 70% e 96%, respectivamente, indicando alto grau de

relevancia aos valores encontrados para a estirpe S811.
6.1.2 Caracterizacdo bioquimica da estirpe S811
A fim de conhecer o niumero e a massa molecular das proteinas-cristal

produzidas (figura 5), o extrato protéico total (cristais-esporo) da estirpe S811, obtido

conforme item 5.1.2, foi analisado por SDS-PAGE.
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Foram observadas duas proteinas majoritarias de aproximadamente 130-140
kDa e 70-80 kDa (figura 5A). Devido a existéncia de aparentes degradagdes no
extrato protéico, duas extracdes distintas foram realizadas: na presenca e na
auséncia de um inibidor de serino-proteinase (PMSF). As fracdes contendo os
extratos obtidos na presengca de PMSF podem ser observadas na figura 5, nas
linhas 2 e 3, sendo que, na linha 3, o extrato nao foi submetido a fervura antes da
aplicacao em gel. Este procedimento foi realizado com o intuito de analisar o efeito
da temperatura na possivel degradagao das proteinas do extrato, mas neste caso
nenhuma alteragdo foi observada. Quando analisada a amostra na auséncia de
PMSF (figura 5A, linha 4) observamos o aparecimento de duas outras proteinas de
50 e 20 kDa, aproximadamente (seta vermelha). Esses resultados demonstram que
existe, efetivamente, uma proteina de aproximadamente 70-80 kDa, a qual nédo é
gerada a partir da degradagao da proteina de maior massa molecular.

Uma segunda analise foi realizada com os cristais purificados por gradiente de
sacarose. A figura 5B, representa o perfil protéico dos mesmos, onde pode-se
observar a presengca das mesmas proteinas majoritarias da figura 5A, de
aproximadamente 130-140 kDa e 70-80 kDa. Neste procedimento, os cristais foram
solubilizados em tampao contendo ou ndo PMSF. Na auséncia de PMSF
novamente foi observada a presenga da proteina de menor peso molecular, indicada
pela seta vermelha.

A proteina de aproximadamente 130-140 kDa, observada na estirpe S811, é
caracteristica de estipes ativas contra lepidépteros, e é produzida na maioria dos
casos pela expressao de genes do grupo cryl (Lereclus et al., 1993). Por outro lado,
as proteinas de 70-80 kDa sao caracteristicas de estirpes ativas contra lepidépteros,
dipteros e, em alguns casos, contra coledpteros (Tailor et al., 1992). O ultimo
exemplo ocorre no grupo de toxinas Cry1la, as quais possuem massa de 80 kDa e
estdo relacionadas com atividade contra insetos da ordem Coleoptera (Tailor et al.,
1992) e Lepidoptera (Sasaki et al., 1996).
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Figura 5: Andlise do perfil protéico por SDS-PAGE 12% da estirpe de Bt S811. (A)
Extrato total apds a esporulagédo total (72 h). Linha 1. Marcador de massa molelular
See Blue plus 2 (Invitrogen). Linha 2. Extrato total (25 pg) contendo 1 mM PMSF.
Linha 3. Extrato total (25 ug) contendo 1mM PMSF, sem fervura antes da aplicagéo
no gel. Linha 4. Extrato total (25 pg) preparado sem a presenga de PMSF. (B) Perfil
protéico dos cristais purificados segundo De-Souza, et al. (1993). Linha 1. Cristais
solubilizados (15 pg) em solugdo tampao sem PMSF. Linha 2. Cristais solubilizados
(10 pg) com PMSF. As setas indicam os produtos de degradacdo. As amostras
foram adiconada a tampao de amostra, submetidas a SDS-PAGE 12%, a 25 mA e

coradas com azul de Comassie
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6.1.3. Caracterizacao estrutural dos cristais

A identificagdo parcial de possiveis toxinas Cry presentes em uma estirpe
pode ser deduzida a partir da correlagao entre toxicidade, composigao protéica e os
cristais produzidos. A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais
de um tipo de cristal e cada cristal pode ser formado por diferentes d-endotoxinas
gue sejam necessariamente relacionadas.

Neste sentido, os cristais da estirpe S811 foram purificados e analisados por
microscopia eletrénica de varredura, onde a presenca de cristais bipiramidais e
esféricos foi observada (figura 6C e 6D). Por microscopia de contraste de fase
observamos a formagao do esporo (figura 6B). A analise por microscopia confocal
(figura 6A) mostrou a presenga majoritaria de cristais bipiramidais em meio de
cultura, apés 72 h de cultivo, e também a presenga de alguns esporos, 0s quais
aparecem de forma translucida.

Cristais de formato bipiramidal foram descritos por Hofte e Whiteley (1989),
na estirpe-padrao para lepidopteros BT kurstaki HD1. Os autores ainda descrevem
nesta estirpe a presenca de trés tipos de genes codificadores de proteinas-cristal,
especificos para lepidopteros: crylAa e crylAc, que codificam proteinas de 140 kDa
e crylAb que codifica uma proteina de 130 kDa, as quais se agregam formando
estruturas bipiramidais. Os cristais encontrados de formato esférico (figura 6D)
podem estar correlacionados com a atividade inseticida contra coledpteros, uma vez
que a o padrao Bt para coledpteros possui cristais com o0 mesmo de formato (Martins
et al., 2005). N&ao obstante, as estirpes Bt866, que expressa a toxina coledptero-
especifica Cry3Aa (Herrnstadt et al., 1986), e SDS-502 que expressa a toxina
Cry8Da (Asano et al.,, 2003) também apresentam cristais no formato esférico,

sugerindo a presenca de genes desta natureza na estirpe S811.
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Figura 6: Microscopias confocal, contraste de fase e eletrénica de varredura. (A)
Andlise da estirpe S811 com cristais e esporos apos 72 h de cultivo, amostras coradas
com carmim. Os esporos representados pelas estruturas translicidas e os cristais
pelas estruturas escuras. (B) Microscopia de contraste de fase demonstrando a
estirpe apos 30 h de cultivo com os esporos translicidos ainda dentro da célula e os
cristais em formagao (1000X). (C) Analise por microscopia eletrdnica de varredura
dos cristais bipiramidais purificados em gradiente de sacarose (20000X). (D) Extrato
contento os cristais de formato esférico e bipiramidais (20000X).
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6.2. Identificagcédo de genes cry e sequenciamento parcial dos genes

Neste trabalho utilizou-se a técnica de PCR para a amplificagéo de genes cry
da estirpe S811. Através desta técnica foram obtidos fragmentos dos tamanhos
esperados, utilizando-se DNA total como molde e oligonucleotideos especificos para
a deteccao de genes das classes cry8 e cryl (tabela 2). Os resultados mostraram a
presenca de trés fragmentos codificadores de proteinas Cry. Dois séo
representantes de genes da classe cryl, sendo um representante do grupo crylAb
(figuras 7 e 8) e outro crylla (figuras 9 e 10). O terceiro fragmento génico
corresponde a um novo gene do grupo cry8 (figuras 11 e 12). Os fragmentos foram
clonados em E. coli XL1-Blue, selecionados e aproximadamente 20 clones de cada
fragmento foram sequenciados. As sequéncias nucleotidicas dos fragmentos de
DNA obtidas foram comparadas com sequéncias dos genes cry depositadas no
banco de dados GenBank-NCBI, determinando, desta forma, o grupo exato a qual
cada fragmento corresponde. O alinhamento multiplo para geragao das sequéncias

consenso foi feito no programa ClustalW (Thompson et al., 1994).

6.2.1 GenecrylA

O fragmento génico crylA foi clonado com os oligonucleotideos descritos por
Bravo et al., 1998. Na figura 7, o fragmento de aproximadamente 300 pb foi obtido
em uma primeira reacao utilizando DNA total da estirpe S811. Uma segunda reacao
foi realizada com 1 pL da primeira reagdo como molde (figura 7B) para obtengéo de
maior especificidade e quantidade para posterior subclonagem. Quando
sequenciado e analisado pelo programa BLASTn o fragmento foi identificado como
sendo correspondente a um gene do grupo crylAb, apresentando 100% de
identidade, como demonstrado pelo alinhamento na figura 8.

Este gene, como descrito anteriormente, codifica proteinas Cry, que se
agregam formando cristais bipiramidais, como os presentes na estirpe S811 (figura
6C). Mesmo possuindo alta especificidade para lepiddpteros, as toxinas do grupo
Cry1Ab, ndo apresentam toxicidade contra S. frugiperda. Por esta razdo, sua

sequéncia completa ndo foi obtida e outros genes cry foram buscados.
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Figura 7: Amplificagdo do gene crylAb. Reagado de amplificagdo por PCR, utilizando-se
oligonucleotideos especificos descritos por Cerén et al. (1995). Gel de agarose 1,0 %
corado com brometo de etidio (A) Primeira reacgao utilizando DNA total da estirpe S811.
Linha 1. Marcador de peso molecular 1Kb ladder. Linha 2. Banda especifica amplificada
de aproximadamente 300 pb. (B) Segunda reacao utilizando-se 1 uL da primeira reagao
(@) como molde. Linha 1. Marcador de peso molecular 1Kb ladder plus. Linha 2.

Resultado da amplificagdo mostrando banda de aproximadamente 300 pb
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Figura 8: Alinhamento multiplo de seqiiéncias cryl do banco de dados com o

fragmento génico clonado crylAb utilizando ClustalW 2.0.

aproximadamente 284 pb. (crylgral, Céron et al., 1995)

Fragmento de
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6.2.2 Genecryll

Os oligonucleotideos, descritos por Ceron et al. (1995), permitiram a
amplificagcdo de outro gene cryl, pertencente ao grupo crylla. Na figura 9, o
fragmento de aproximadamente 250 pb foi obtido em uma primeira reagao utilizando
DNA total da estirpe S811. Nesta primeira rodada, pode-se observar que a
amplificacdo, apesar de especifica, ndo foi intensa (figura 9A), o que pode ser
resolvido quando se procedeu a segunda reagédo, com 1 pyL da primeira reagdo como
molde (figura 9B) e obtendo-se maior quantidade para posterior subclonagem e
analises. Quando sequenciado e analisado pelo programa BLASTn o fragmento
amplificado foi identificado como um gene crylla, com 99% de identidade, como
demonstrado pelo alinhamento na figura 10.

Genes pertencentes a este grupo possuem atividade descrita contra insetos
da ordem Coleoptera (Tailor et al., 1992) e, por esta razdo, sua sequéncia completa
foi amplificada, clonada, expressa e a proteina recombinante produzida foi testada

em bioensaios seletivos.
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Figura 9: Amplificacdo do gene cryll. Reagdo de amplificagdo por PCR, utilizando-se
oligonucleotideos especificos descritos por Bravo et al (1998). Gel de agarose 0,8 % corado
com brometo de etidio. (A) Primeira reacgéo utilizando DNA total da estirpe S811. Linha 1.
Marcador de massa molecular 1Kb ladder. Linha 2. Banda especifica amplificada de
aproximadamente 350 pb. (B) Segunda reagéo utilizando-se 1 uL da primeira reagédo (a) como
molde. Linha 1. Marcador de massa molecular 1Kb ladder. Linha 2. Resultado da

amplificagdo mostrando banda de aproximadamente 350 pb.
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Cryll TTTTTAACTCAACCTGTTAATGGAGTACC TAGHETTGATTTTCATTGGAL 1355
Crypll5%  TTTTTAACTCAACCTGTTAATGGAGTACCTAGGGTTGATTTTCATTGEAL 1800
Crypllll  TTTTTAACTCAACCTGTTAATGGAGTACCTAGGGTTGATTTTCATTGRAL 1277
cryl 811 TTTTTAACTCAACCTGT TAATGGAGTACCTAGGGTTGATTTTCATTGGAR 238

(A EEEEE SRS R RS EESELT RS R R SR ESEEE RS LR LN LR E N L]

cryll ATTCGTCACACATCCEATCGCATC TGATAATTTC TATTATC CAGGETATE 1603
cryllh?  ATTCGTCACACATCCGATCGUATC TGATAATTTCTATTATCCAGHETATE 1850
crplllll  ATTCGTCACACATCCGATCGUATC TEATAATTTC TATTATC CAGGGTATE 1327
cxryl 811 ATTCGTCACACATCCGATCGCATCTGATAATTTCTATTATC CAGGGTATG 288

(A EEEEE SRS R RS EESELT RS R R SR ESEEE RS LR LN LR E N L]

cryll CTGFAATTGGGACGCAATTACAGGATTCAGAAAATGAATTACCACCTGAL 1655
crypllh?  CTGGAATTGGGACGCAATTACAGEATTCAGAAAATGAATTACCACCTEAL 1900
crplllll  CTGHAATTGGGACGUAATTACAGEATTCAGAAAATGAATTACCACCTEAL 1377
cxyV 811 CTGGAATTGGGACGCAATTACAGGAT TCAGAARATGAATTACCACCTGAA 338

(A EEEEE SRS R RS EESELT RS R R SR ESEEE RS LR LN LR E N L]

cryll GCAACAGGACAGCC-AAATTATGAATCTTATAGTCATAGATTATCTCATA 1704
crypll58  GCAACAGGACAGCC-AARATTATGAATCTTATAGTCATAGATTATCTCATA 1040
crypll0l  GCAACAGGACAGCC-AAATTATGAATCTTATAGTCATAGATTATCTCATA 1426
cxyV #11 GCAACAGAACBACC CARATTATG- - ——-—— === === == —mm —m o == 361

LR R LR L L IR ] tt thEkEkEE LS

Figura 10: Alinhamento multiplo de seqliiéncias cryll do banco de dados com o
fragmento génico clonado cryll utilizando ClustalW 2.0. Fragmento de

aproximadamente 361 pb. (crylgral, Céron et al., 1995)
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6.2.3 Genecry8

O fragmento génico cry8 foi clonado utilizando os oligonucleotideos
descritos por Bravo et al. (1998), especificos para o grupo de proteina para
insetos da ordem Coleoptera. Na figura 11A, o fragmento de aproximadamente
450 pb foi obtido em uma primeira reacao utilizando DNA total da estirpe S811.
Na primeira rodada de amplificacdo, ndo foi possivel obter uma banda tao
especifica como nos casos anteriores. Por esta razédo, este fragmento foi
removido do gel de agarose e eluido, servindo como molde para a segunda
reacdo, a qual resultou em duas bandas diferenciadas (figura 11B, linha 2).
Ambas foram clonadas e seqlenciadas e apenas a de maior tamanho

correspondeu a um gene cry.

Quando analisada a sequéncia nucleotidica deste fragmento de DNA com
outras sequéncias de outros genes cry depositadas no banco de dados Genbank
— NCBI, observou-se que o mesmo correspondia a um novo gene do grupo das
toxinas Cry8, apresentando 58% de identidade com a toxina Cry8Aa (dados nao
apresentados). Confirmando, desta forma, que este fragmento correspondia a um

gene diferenciado dos demais presentes na literatura.



Resultados 47

A 1 2 3 4 5 6
—
2000 pb - Jooeg
—_— -—
1000 pb == ’ —
Py —

500 pb 7! —

2000 pb ==

1000 ph s

500 ph  m—

r -

Figura 11: Amplificacdo do gene cry8. Reagdo de amplificagdo por PCR,
utilizando-se oligonucleotideos especificos descritos por Bravo et al (1998). Gel de
agarose 1,0% corado com brometo de etidio (A) Primeira rodada com os
oligonucleotideos descritos por Bravo et al (1998). Linha 1. Marcador de peso
molecular 1 Kb ladder plus. Linha 2. Bandas amplificadas de aproximadamente 400
pb com o oligonucleotideos cry8b, 2a. rodada. A seta indica o produto provavel
desejado. Linha 3. Oligonucleotideos cry8a, 2a. rodada. Linha 4. Oligonucleotideos
cry8geral. Linha 5. Oligonucleotideos cry8a, 1a. Rodada. Linha 6. Oligonucleotideos
cry8geral, 1a. Rodada. (B) Segunda rodada com o oligonucleotideo cry8b Linha 1.
Marcador de peso molecular 1 Kb ladder plus. Linha 2 e 3. Amplificagédo utilizando 1

uL da reagéo 1 (figura A) e amostra da linha 2 com a banda de aproximadamente 450
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6.3. Isolamento e clonagem do gene cry8

Posteriormente a identificacdo do novo gene cry8, oligonucleotideos
especificos ao fragmento de 442 pb foram desenhados para clonagem do gene
completo pela técnica de TAIL-PCR (figura 2) utilizando-se DNA total da estirpe
em fase vegetativa. Essa técnica foi realizada em duas etapas (figura 2), onde
ambas amplificaram fragmentos de aproximadamente 1000 nucleotideos, gerando
um produto final de aproximadamente 2600 pb.

A partir da seqUéncia proveniente da identificacdo de genes cry, trés
oligonucleotideos foram desenhados na orientacdo “sense”, especificos para o
fragmento génico clonado. Estes oligonucleotideos foram utilizados para obter a
extremidade 3'do gene de cry8, em conjuntos com os oligonucleotideos
degenerados AD1, AD2, AD3, AD4, AD5, AD10, AD11 e W4. Desta forma, oito
reacdes de PCR foram realizadas em trés rodadas distintas, onde a segunda e a
terceira utiizavam como molde a etapa anterior. Estes oligonucleotideos
especificos foram desenhados com um espagamento representativo no gene de
aproximadamente 50-100 pb, o que permitiu a visualizacdo de amplificacbes
sequenciais de 100 pb de diferengca entre bandas das primeiras, segundas e
terceiras rodadas.

Fragmentos com o tamanho desejado foram encontrados nas amplificagdes
que utilizaram AD3 e AD11 (figura 12 A e B). Ambos os fragmentos foram
clonados e sequenciados para subsequente analise. Apenas o fragmento obtido
pela amplificagdo com AD11 foi positivo. Obtida esta segunda parte da seqiéncia
do gene cry8, uma segunda rodada de TAIL-PCR foi realizada com outros trés
oligonucleotideos especificos, desenhados também na orientagcdo “sense”, com
espagamento de 50-100 pb entre eles e foram usados em conjunto com os
oligonucleotideos degenerados AD1, AD2, AD3, AD4, AD5, AD10, AD11 e W4.
Neste caso, apenas quatro conjuntos de oligonucleotideos produziram reagdes de
PCR com amplificagées sendo que apenas a amplificagdo com AD2 gerou o perfil
desejado. Este fragmento foi entdo clonado e sequenciado, gerando um produto

final de aproximadamente 1000 nucleotideos (figura 12C).
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Para obter a sequéncia completa do gene, os clones foram sequenciados
pelas extremidades com oligonucleotideos gerais e, dentro do gene, com
oligonucleotideos especificos. Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas para
determinacao do consenso (figura 13), resultando na sequéncia nucleotidica e na
seqUéncia protéica predita do gene, entdo nomeado de cry8Hal, segundo as
normas estabelecidas por (Crickmore et al., 1998). Esta seqiéncia gerou
informagéo para o desenho de oligonucleotideos especificos para amplificagdo da
por¢cao do gene total e este foi, subseqlientemente, clonado no vetor pGEMT-
easy, gerando o plasmideo pGEMT-easy/cry8Hal.

Quando submetida ao Genbank e SwissProt pelo BLASTp, cry8Hal alinha
com as demais toxinas Cry do banco de dados (figura 18), principalmente com as
sequéncias ja existentes de Cry8, com valores de similaridade e identidade de
58% e 73%, respectivamente (figura 14). A seqiéncia protéica predita da nova
toxina Cry8 apresentou os trés dominios estruturais caracteristicos das &-
endotoxinas, além de 240 aminoacidos da extensdo C-terminal. A comparagao
com outras proteinas da familia Cry8 demonstrou que cerca de 260 aminoacidos
estdo faltando na extremidade C-terminal. Interessante notar que quando
comparada com as demais toxinas Cry8 (Cry8Aa, Cry8Ba, Cry8Bb1, Cry8Bc1,
Cry8Ca1, Cry8Ca2 e Cry8Da) a porc¢ao inicial do N-terminal de Cry8Ha1 foi a
Unica que apresentou substituicdes nos residuos S? por R, Q° por L, E® por A, Y°

por D e I'?

por L.

Dentre todas as Cry8 descritas, Cry8Ha1 possui maior homologia com a
toxina Cry8Aa e menor com a toxina Cry8Da1, a qual forma um grupo isolado
(figura 14). A regido da proteina compreendida entre os residuos de aminoacidos
310 e 521, ou seja, grande parte do dominio Il, € a que apresenta maiores
divergéncias de sequéncias, sendo bastante diversificada entre todas as toxinas
Cry8. Alguns blocos conservados podem ser observados ao longo da sequéncia
na regiao compreendida entre os residuos de aminoacidos 523 e 550. A
extremidade C-terminal (residuos 910 a 1131) apresenta alta identidade com as

demais proteinas Cry8.
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Figura 12: Clonagem do gene cry8 da estirpe S811 por TAIL-PCR. Géis de
agarose 1,0% corados com brometo de etidio e marcador de peso molecular 1 Kb
ladder plus. (A) Primeiro TAIL-PCR utilizando-se os oligonucleotideos arbitrarios AD1,
AD2, AD3, AD4, mostrando as sucessivas rodadas de amplificagbes com cada
oligonucleotideos  especifico. (B) Primeiro  TAIL-PCR utilizando-se  os
oligonucleotideos arbitrarios ADS, AD10, AD11, W4, mostrando as sucessivas
rodadas de amplificagbes com cada oligonucleotideos especifico. (C) Segundo TAIL-
PCR utilizando-se os oligonucleotideos arbitrarios AD3, AD4, AD2 e AD1, mostrando
as sucessivas rodadas de amplificagdes com cada oligo especifico. As setas indicam

os produtos potencialmente positivos que foram subsequentemente clonados e
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Figura 13: Representacdo esquemética do consenso do gene cry8Hal. O
fragmento do primeiro PCR e das duas rodadas de TAIL-PCR sequenciados com
diversos oligonucleotideos gerais e especificos. A sobreposi¢cdo dessas sequéncias

nucleotidicas forneceu um consenso correspondente a sequéncia génica completa.
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Figura 14: Dendograma do alinhamento da nova toxina Cry8Hal, obtido apés as
duas rodadas de TAIL-PCR. Analise com as demais toxinas Cry8 depositadas no
banco de dados até o momento, mostrando a alta identidade entre elas e que o gene
clonado codifica uma proteina distinta das demais. A escala indica que no espaco

representado existe a troca de 0,1 aa
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6.4. Isolamento e clonagem do gene cryll

A obtencao do gene completo cryll foi realizada por PCR, utilizando
oligonucleotideos especificos desenhados a partir de regides conservadas dessa
classe de proteinas Cry. A partir de DNA total da estirpe obteve-se uma
amplificagdo com produto de tamanho esperado de 2200 pb (figura 15), o qual foi
clonado no vetor pGEMT-easy, gerando o plasmideo pGEMT-easy/cryllal?2.
Apds sequenciamento, as analises de sequéncia revelaram que o fragmento
possui alta similaridade com outros genes crylla descritos por Tailor et al, (1992).
A sequéncia final foi nomeada cryllal2, segundo as normas estabelecidas pelo
comité de nomenclatura de Bt (Crickmore et al., 1998). O gene cryllal2 possui
2160 pb e codifica uma proteina predita de 719 aminoacidos (figura 16) com pl
tedrico de 6,21. A analise de homologia com outras 10 toxinas do tipo Cry1l
usando o programa BLAST indica que a sequéncia protéica Cry1la12 possui 99%
de identidade com Cry1la1, Cry1la2, Cry1la3, Cry1la4, Cry1la5, Cry1la6, Cry1la8,
Cry1la10 e Cry1la11, enquanto a identidade com Cry1la7 foi de 95%. Quando
comparada com outras toxinas Cry1l a identidade foi de 93% com Cry1le1, 92%
com Cry1lb1 e 89% com Cry1lc1, Cryllc2 e Cry1ld1. Os cinco blocos
conservados de toxinas Cry estdo presentes na toxina Cry1la12, assim como a
presencga dos trés dominios estruturais (figura 16).

Quando comparado com os demais genes, cryllal2 possui substituicbes
nas posicoes 476 de A por G e 1719 de C por T, resultando em uma unica
substituicio de Lys'® por Arg no dominio | (localizada na segunda alfa-hélice).
Uma mesma modificagdo na mesma posigdo ocorre com crylla5. Quando
comparada com cryllal (Tailor et al, 1992) e crylla3 (Shin et al., 1995) existem
substituicbes nas posicdes 697 de T por G, resultando em uma substituicdo de

Tyr233

por Asp (dominio ). Comparado com os genes crylla3, cryllall (Tousin et
al., 2003) e crylla5 foram observadas substituicbes nas posigdes 2133 de C por
G e na posigdo 2134 de G por C, gerando a modificagdo de Asn’"" por Lys e

Glu”"? por GIn, respectivamente (ambas no dominio l11).
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A toxina Cry1la7, considerada uma excegédo do grupo, apresenta-se como
a mais distinta das demais, diferindo de Cry1la12 em 28 residuos aminoacidos,

localizados, em sua grande parte, no dominio II.

2000 pb =

1000 pb ==

500 pb ==

Figura 15: Amplificagcdo do gene cryll. Reagédo de PCR, gel de agarose 1,0 %
corado com brometo de etidio. Linha 1. Marcador de peso molecular 1Kb ladder plus.
Linha 2. Produto da amplificagdo de 2100 pb utilizando-se oligonucleotideos
especificos para as seqliéncias de cryl, pré-existentes no banco de dados. A
amplificagéo foi realizada em uma Unica rodada de PCR gerando o produto altamente

especifico, o qual foi clonado e seqlienciado para determinagédo da sequéncia.
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Figura 16: SequUéncia completa do gene cryllal2 . Esta seqiéncia encontra-se
deposita no Genbank, nimero de acesso AY788868. As marcagdes em cinza
indicam os trés dominios estruturais da proteina Cry1la12 deduzida a partir da

sequéncia nucleotidica.
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Figura 17: Dendrograma do alinhamento da toxina Cryllal2. Analise da
toxina Cry1la12 com as demais toxinas Cry1l depositadas no banco de dados
até o momento, mostrando a alta identidade (99%) e sua alta similaridade(99%)
com as demais. A escala indica que no espaco representado existe a troca de
0,1 aa demonstrando que as sequéncias do tipo Cry1la pouco diferem entre si e

divergem em poucos pontos das toxinas Cry1lb, Cry1lc, Cry1ld e Cry1le.
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Figura 18: Dendrograma do alinhamento das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal
com outras presentes no banco de dados. A escala indica que no espago
representado existe a troca de 0,1 aa demonstrando que as seqléncias
diferenciam-se bastante entre si formando grupos bem conservados. Podemos
observar também que Cry1l difere-se bastante das demais toxinas, formando um

grupo isolado juntamente com Cry1Ba.
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6.5. Obtencao das toxinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal

6.5.1 Amplificacdo dos genes cryllal?2 e cry8Hal e construcdo dos

vetores de expressao.

ApOs a obtencéo dos vetores contendo os genes de interesse, o0s mesmos
foram submetidos a analises de suas seqléncias para o desenho de
oligonucleotideos na regido correspondente aos trés dominios estruturais. Numa
primeira rodada de amplificagdo por PCR, utilizando como molde os vetores
pGEMT-easy/cry8 e pGEMT-easy/cryll e os oligonucleotideos especificos, foram
obtidos fragmentos unicos, no tamanho esperado. A reacgéo foi realizada para
obtencdo de uma quantidade suficiente de material para posterior purificacéo.
Este material foi, entdo, utilizado na construcdo dos vetores de expressao
pET101/cryllal2 e pET101/cry8Hal. Estes vetores foram transformados nas
células competentes de E. coli TOP10 para selecdo de clones positivos. As
células transformadas foram semeadas em meio LBagar-amp e as col6nias que
cresceram no meio seletivo foram submetidas a uma andlise de PCR (PCR de
colénia), com o intuito de descartar qualquer contaminacdo ou clones nao
transformados. Ao final da analise, observou-se que todos os clones eram
positivos, o que confirmou a alta eficiéncia de transformacéao destas células. Cinco
clones positivos foram inoculados em meio LB-amp para a purificacdo dos
plasmideos. Um clone foi selecionado e seqlienciado para verificacdo da

orientacdo de insercao do gene.

6.5.2 Expressédo heterologa da toxina Cryllal2.

As células competentes para expressao de E. coli BL21-Star (DE) foram
transformadas com os vetores descritos no item anterior e multiplicadas em meio
seletivo. O primeiro pré-inéculo de 5 mL foi obtido pela inoculagdo desta
transformacéo. Apds 16 h de crescimento, 3 mL deste material foram adicionados
a 100 ml de meio de cultura LB-amp. Apds a DOegoo atingir a faixa de 0,6-0,8,

IPTG foi adicionado para concentracao final de 1 mM. Nas primeiras horas apés
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a indugdo nenhuma banda de indugao pode ser verificada. Apenas 14 h apds a
indugdo, a primeira banda de indugao na faixa esperada, com cerca de 70 kDa,
pode ser detectada (figura 19).

Quando separado o extrato soluvel do insoluvel, observou-se que grande
parte da proteina encontrava-se no precipitado na forma de corpos de inclusao,
ou seja, na fragao insoluvel, o que dificultaria a obtengao da proteina com fungéo
biolégica ou mesmo com um grau de pureza adequado para Os ensaios
posteriores. Desta forma, foram realizados ensaios isolados segundo os
protocolos descritos na literatura a fim de obter a maior parte da proteina em sua
forma soluvel (Marston, 1986; Blackwell e Horgan, 1991; Schlicke e Brakmann,
2005). A utilizagao em conjunto de um agente osmatico, sorbitol, com um agente
antiagregante, betaina, permitiu a producdo da proteina recombinante na sua
forma soluvel e em grande quantidade. O resultado deste experimento pode ser
visto na figura 19, linhas 2 e 3. Ao final destes ensaios, ficou comprovado que
estes agentes funcionaram de modo a produzir uma quantidade elevada da

proteina na forma soluvel.
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Figura 19: Anélise por SDS-PAGE 12% da expressédo do gene cryllal2 em sistema
heterélogo E. coli. A expressdo foi induzida com 1 mM IPTG. Apo6s a indugédo da
expressao, as células foram lisadas e o extrato soluvel foi separado do extrato insoluvel
por centrifugacédo. Linha 1. Marcador de massa molecular (Invitrogen). Linha 2. Fragao
soluvel do extrato protéico apos tratamento com 300 mM Sorbitol e 25mM Betaina. Linha
3. Fracao insoluvel do extrato protéico apds tratamento com 300 mM Sorbitol e 25mM
Betaina. Linha 4. Fragdo soluvel do produto da expressdo obtido na auséncia dos
agentes osmoético e anti-agregantes. Linha 5. Frag&o insoluvel do produto da expressao
obtido na auséncia dos agentes osmotico e anti-agregantes. Linha 6. Fragéo soluvel do
produto da expressao obtido na presenga de tampao contendo lisozima. Linha 7. Fragao
insoluvel da produto da expressdao obtido na presenga de lisozima. As setas séo
referentes a proteina recombinante Cry1la12. 25 ug de cada amostra foram adiconadas

a tampao de amostra, submetidas a SDS-PAGE 12%, a 25 mA e coradas com azul de

C.amaceie
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6.5.3 Expressdao heterdloga da toxina Cry8Hal.

Diferentemente da toxina Cry1la12, Cry8Ha1 n&o precipitou em sua grande
parte na forma corpos de inclusdo. Apos 16 h de expressdo, a quantidade
majoritaria da mesma encontrava-se na fracdo soluvel do extrato protéico total.
Quando o tempo de expressao foi aumentado para 20 h observou-se a formagao
de corpos de inclusdo, mas grande parte da proteina ainda encontrava-se na
fragdo soluvel. Limitamos a expressao deste gene por 16 h, momento no qual a
maior quantidade de proteina recombinante seria obtida. Desta forma, o gene
cry8Ha1 foi induzido apenas pela adicdo de 1mM IPTG apds o crescimento
celular atingir a densidade 6ptica desejada. A figura 20 mostra os dois extratos

protéicos, contendo as referidas fragdes soluvel e insoluvel.
1 2 3 4 5 6
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Figura 20: Andlise por SDS-PAGE 12% da expressdo do gene cry8Hal em
sistema heter6logo E. coli. A expressao foi induzida com 1 mM IPTG. Apds a
inducao as células foram lisadas e o extrato soluvel foi separado do extrato insoluvel
por centrifugagdo. Linha 1. Marcador de peso molecular. Linha 2. Fragao soluvel do
produto da expresséao realizada apds 16 h de expresséo. Linha 3. Fragao insoluvel
do produto da expresséao realizada 16 h de expressdo. Linha 4. Fragéo soluvel do
produto da expressao realizada apos 20 h de expressdo. Linha 5. Fragao insoluvel
do produto da expressao realizada apos 20 h de expresséo. Linha 6. Extrato total da
E. coli controle negativo mostrando a auséncia da proteina de aproximadamente 70
KDa. As setas indicam a proteina recombinante Cry18Ha1. 25 ug de cada amostra

foram adiconadas a tampao de amostra, submetidas a SDS-PAGE 12%, a 25 mA e

raradac com a7l de Camaceie
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6.5.4. Purificacdo das toxinas recombinantes

A purificagdo das toxinas recombinantes foi realizada utilizando-se
cromatografia de afinidade com a resina Ni-NTA (QUIAGEN). Uma experimento
piloto de expressdo dos genes foi realizada em 1 L de meio de cultura LB-amp
nas condigdes padronizadas. O rendimento foi de 2% (4 mg/L) para Cry1la12 e
7% (10 mg/L) para Cry8Ha1 de proteina total soluvel nas condi¢des utilizadas.
Em analise de SDS-PAGE 12%, observou-se a presenca de apenas uma banda
do material eluido, que corresponde as toxinas de interesse, Cry1la12 e Cry8Ha1
(figuras 22 e 23). Ao final da purificagdo o material foi dialisado contra tampao

carbonato, visando manter a proteinas nas condi¢cdes ideais de estabilidade.

80 kDa

50 kDa

20 kDa

Figura 21: Analise por SDS-PAGE 12% da proteina recombinante Cryllal2
purificada por cromatografia de afinidade (Ni-NTA). Linha 1. Marcador de
peso molecular. Linha 2. Extrato total da E. coli expressando a proteina
recombinante Cry1la12. Linha 3. Fragdo néo retida na resina Ni-NTA. Linhas 4,
5 e 6. Proteina Cry1la12 eluida da resina Ni-NTA em diferentes concentragbes
para confirmagédo do grau de pureza da mesma. 5 pug (linhas 2, 3 e 4), 10 ug
(linha 5) e 15 pg (linha 6) de amostra foram adiconadas a tamp&o de amostra,

submetidas a SDS-PAGE 12%, a 25 mA e coradas com nitrato de prata.
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Figura 22: Andlise por SDS-PAGE 12% da proteina recombinante Cry8Hal
purificada por cromatografia de afinidade (Ni-NTA). Linha 1. Marcador de
peso molecular. Linha 2. Extrato total da E. coli expressando a proteina
recombinante Cry8Ha1. Linha 3. Fragdo nao retida na resina Ni-NTA. Linhas 4,
5 e 6. Proteina Cry8Ha1 eluida da resina Ni-NTA em diferentes concentragbes
para confirmagao do grau de pureza da mesma. 5 g (linhas 2, 3 e 4), 10 ug
(linha 5 e 6) de amostra foram adiconadas a tampao de amostra, submetidas a
SDS-PAGE 12%, a 25 mA e coradas com azul de Comassie.

6.6. Bioensaios

Com a finalidade de verificar a atividade das toxinas recombinantes foram
realizados os bioensaios contra os insetos-praga de interesse. Apos a
incorporacao das proteinas na dieta das larvas dos insetos a quantidade de larvas
vivas e mortas foi contada. A concentracdo na qual 50% dos individuos tiveram
mortalidade pode ser observada na figura 23.

Para a toxina Cry1la12 a concentragdo na qual se obtém 50% de
mortalidade para S. frugiperda foi de 5 pg/mL enquanto que para A. grandis foi de
230 ug/mL. A toxina Cry8Ha1 nao apresentou agao téxica contra S. frugiperda e

apresentou uma toxicidade de 160 pg/mL contra A. grandis, ou seja, nessa
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concentragao foi capaz de matar 50% dos individuos. Os dados finais foram

obtidos apés a realizacao de quatro repeticoes em dias distintos e periodos
diferentes da colbénia dos insetos.
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Figura 23: Bioensaios contra A. grandis e S. frugiperda com as toxinas
Cryllal2 e Cry8Hal recombinantes. (A) Bioensaio contra S. frugiperda
utilizando Cryllal2. Dieta de superficie demonstrando mortalidade de 50% na
concentracdo de 5 pg/mL. (B) Bioensaio contra A. grandis utilizando
Cryllal2. Dieta incorporada demonstrando mortalidade de 50% na
concentragdo de 230 pg/mL. (C) Bioensaio contra A. grandis utilizando
Cry8Hal. Dieta incorporada demonstrando mortalidade de 50% na
concentragdo de 160ug/mL. Como controle foi utilizada a agua de dialise na
qual as proteinas foram submetidas. Todos os experimentos foram realizados
em triplicatas com 30 insetos de A. grandis e 90 de S. frugiperda.
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7. DISCUSSAO

Este trabalho relata a caracterizagdo morfoldgica, protéica e molecular de uma
estirpe de Bt isolada de solo brasileiro, denominada S811, que apresenta alta
toxicidade sobre os insetos-praga, A. grandis e S. frugiperda. Estudos preliminares
mostraram que 91,6% das larvas de A. grandis e 95% das larvas neonatas de S.
frugiperda foram controladas (mortas) em bioensaios seletivos com as culturas
esporuladas (tabela 1). As analises do extrato protéico e da morfologia dos cristais
corroboraram com os resultados encontrados nos bioensaios, uma vez que foram
identificados proteinas e cristais caracteristicos de estirpes com atividade para
lepidopteros e coledpteros. Sendo a atividade inédita e eficaz contra uma das mais
importantes pragas do algodoeiro, A. grandis, e de resultados iniciais sugestivos,
experimentos foram conduzidos no sentido de determinar as moléculas
responsaveis pela atividade entomotéxica dessa estirpe.

Para a identificacdo da presenca destas moléculas na estirpe S811 foi
utilizada a técnica de PCR com oligonucleotideos especificos e gerais descritos por
Ceron et al. (1995) e Bravo et al. (1998). Trés provaveis genes cry distintos foram
identificados: crylla, cry8 e crylAb. A presenca do ultimo gene ja havia sido
sugerida pelos dados de perfis eletroforéticos (figura 5) e analises morfolégicas
(figura 6) onde uma proteina de alto peso (~130 kDa) e cristais bipiramidais foram
identificados, respectivamente. Esse mesmo perfil foi descrito para a estirpe padrao
Btk HD1, a qual produz os mesmos cristais a partir da agregacao da toxina Cry1Ab
(Hofte e Whiteley, 1989). Esta toxina pertence ao grupo das toxinas lepidéptero-
especificas mais estudadas (Ribeiro e Crook, 1998) e, diversos ensaios de
toxicidade ja foram realizados demonstrando que toxinas desta natureza nao
possuem atividade para S. frugiperda (Perlak et al., 2001; Estela et al., 2004). Por
esta razao, ndo houve interesse, por parte de nosso grupo, em obter a sequéncia
completa deste gene para posterior averiguacéo de atividade.

Tendo em vista a atividade inseticida das toxinas do grupo Cry1l para insetos
das ordens Lepidoptera e Coleoptera (Tailor et al.,, 1992), oligonucleotideos
especificos foram desenhados para obtencdo, por PCR, da sequéncia génica
completa do fragmento génico cryll identificado (figura 10). Apds a andlise da
sequéncia o mesmo foi denominado cryllal2, segundo as normas estabelecidas

pelo comité de nomenclatura de B. thuringiensis (Crickmore et al., 1998). A técnica
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de PCR para detecgdo de genes cryll mostrou-se eficiente uma vez que a
identificagéo dos produtos protéicos de genes desta natureza é limitada por métodos
bioquimicos. Isso ocorre devido aos baixos niveis de expressao da toxina (Porcar e
Juarez-Perez, 2003) ou, mais provavelmente, como sugerido por (Kostichka et al.,
1996), devido a secregdao da mesma durante a fase anterior a esporulagdo. Os
baixos niveis de expressao podem estar relacionados com a efetividade variada
entre estirpes que possuem genes semelhantes. Assim, com base nos resultados
de SDS-PAGE (figura 5) ndo é possivel afirmar que a proteina de aproximadamente
70-80 kDa corresponde a uma toxina do grupo Cry1l.

Quando foi analisada a sequéncia predita da toxina Cry1la12 notou-se que
esta difere em um ou dois residuos de aminoacidos das demais toxinas Cry1la
descritas. Estas modificagdes encontram-se na regido correspondente aos dominios
estruturais | e Il. Sabendo que o dominio | (composto de sete alfa-hélices
antiparalelas) é o responsavel pela formagdo do poro (Bravo et al., 2002) e que o
dominio Il esta envolvido com reconhecimento e ligacdo das toxinas Cry aos seus
receptores especificos (De Maagd et al., 2001), a presenga de pequenas alteragbes
pode afetar a relagédo proteina-receptor de uma toxina. Modificagbes na regido do
dominio | podem ser interpretadas de maneira positiva uma vez que estudos
recentes com receptores para toxinas Cry apontam as aminopeptidases como
elementos importantes no processo de formagéo de poros, atuando na clivagem da
primeira alfa-hélice (localizada na regidao do dominio 1), para subsequente formagao
do nucleo hidrofébico, oligomerizacédo e, finalmente, da estrutura porosa sobre a
membrana do intestino do inseto (Bravo et al., 2004). Estas enzimas possuem uma
especificidade dirigida dependendo da composi¢cdo da regido, a qual pretendem
clivar, podendo ser especificas para distintas por¢des N-terminais, como ja
demonstrado para as aminopeptidades de insetos para diferentes toxinas Cry
(Lorence et al., 1997; Bravo et al.,, 2002; Zhuang et al., 2002). Pequenas
modificagdes podem mudar as caracteristicas hidrofobicas das toxinas, fazendo com
que aminopeptidases, presentes em um determinado inseto, ndo sejam capazes de
realizar este processamento nessas variantes, como descrito por Bravo et al (2004).
Assim, alteragées nos dominios | e Il podem sugerir uma anulagdo do nucleo
hidrofébico no dominio I, com consequente perda de atividade para as toxinas em
questdo ou, a geragdo de uma atividade nova, como no caso observado neste

trabalho.
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A proteina recombinante Cry1la12 foi obtida com sucesso no sistema
heterdlogo pET (E. coli) e, apds a otimizagdo da expressao, grande parte da toxina
Cry1la12 encontrou-se ativa e na fracdo do soluvel do extrato celular (figura 19).
Inicialmente, foi observado um grande acumulo de proteina na forma de corpos de
inclusdo no interior da célula. Este tipo de situagdo ocorre geralmente com
proteinas de alto peso molecular e/ou quando os vetores de expressao possuem
promotores muito fortes. Neste ultimo caso, os genes sao transcritos em uma
velocidade tdo elevada que a maquinaria das células ndo consegue realizar o
dobramento completo e/ou correto das proteinas em tempo habil (Marston, 1986).
Consequentemente, as proteinas expdéem suas regides hidrofobicas, associando-se
intermolecularmente, precipitando dentro da célula formando os chamados corpos
de inclusdo. Existem varios métodos para solubilizar as proteinas dos corpos de
inclusdo. Para as toxinas Cry os protocolos descrevem a utilizagdo de tampdes de
pH extremamente alcalino antecedidos de uma quantidade elevada de
procedimentos experimentais, o que dificulta bastante a condi¢ao de trabalho.

Neste contexto, buscou-se uma técnica ainda inédita para proteinas Cry, onde
a obtencao da proteina ativa na fragédo soluvel foi possivel através da utilizacdo dos
protocolos descritos por Blackwell e Horgan (1991) e Georgiou e Valax (1996). A
metodologia envolve a geragao de um estresse osmético, através do sorbitol, o qual
facilita a entrada do agente antiagregante (betaina) na célula. O sorbitol atua
apenas no desbalanco, para geragcdo de poros na membrana celular, sendo incapaz
de permeabiliza-la, ndo intervindo sobre o dobramento das proteinas
citoplasmaticas. Desta forma, o aumento da pressao osmotica permite a entrada da
betaina, que estabiliza as estruturas das proteinas nativas. Blackwell e Horgan (
1991) demonstraram que células crescendo na presenga de sorbitol e betaina
produzem 400X mais proteinas recombinantes quando comparadas ao controle.
Nossos estudos corroboram com dados anteriores, pois mostraram que a toxina
Cry1la12 teve um aumento significativo, na fracao soluvel do extrato (figura 19).

Devido a grandes dificuldades de preparo de meio de cultura em elevadas
concentragdes de sorbitol, buscou-se uma outra metodologia a qual utilizava
lisozima em tampdo de extracdo. Posteriormente, pode-se observar que esta
metodologia funcionava tdo bem quanto a anterior, podendo ser utilizada em
producdes em larga escala com sucesso. A redugdo do numero de etapas em um

processo de expressao € muito importante uma vez que baixa custos de produgao e
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evita a perda de material durante os procedimentos experimentais (Escoubas et al.,
2003).

Sabendo que a maioria das toxinas Cry1la-recombinantes (expressas em
sistema homédlogo ou heterélogo) apresenta atividade para lepidépteros e, em
poucos casos, para coleodpteros, foram realizados bioensaios com o intuito de
determinar a atividade toxica de Cry1la12, onde se constatou alta atividade para o
inseto A. grandis. Até a presente data, o Unico coledptero susceptivel a uma toxina
Cry1la foi Leptinotarsa decemlineata, o qual foi efetivamente controlado por Cry1la1l
(Tailor et al., 1992). Interessante notar que a toxina Cry1la4 diferencia-se desta
toxina em apenas dois aminodacidos, nao apresentando toxicidade para o mesmo
inseto e sendo tdxica para os lepidépteros Ostrinia nubilalis e P. xylostella (Kostichka
et al.,, 1996). A toxina Cry1la2, toéxica para lepiddpteros como Epiphyas postvittana,
nao apresenta agao toxica para insetos coledpteros como Tenebrio molitor (Gleave
et al.,, 1993). A toxina Cry1la3 toxica para diversos lepidopteros (Artogeia rapae, B.
mori e P. xylostella), ndo apresenta atividade para outros lepiddpteros como S.
exigua assim como nenhuma atividade contra os coledpteros Agelastica coerulea e
Phaedon brassica (Shin et al., 1995). Quando expressa em tabaco, Cry1la5, foi
téxica para diversos lepidopteros como Helicoverpa armigera e néo teve qualquer
toxicidade descrita para coledpteros (Selvapandiyan, 1996).

As demais toxinas Cry1l, descritas na literatura (Cry1lb, c, d, e, and f), sao
muito similares com as Cry1la descritas neste trabalho, destacando-se pela sua
elevada toxicidade unica contra lepiddpteros, como por exemplo, Crylle1, que
demonstrou ser altamente toxica para lepidopteros como: Leguminivora
glycinivorella (9,02 pg/mL), Ostrinia furnacalis (LCso= 2,22 pg/mL) e P. xylostella
(0,20 pg/mL) sendo bem mais efetiva do que Cry1la3, Cry1lb1 e Cry1ld1. Esta
mesma toxina também foi testada contra o coledptero Pyrrhalta aenescens nao
sendo téxica. Mas quando expressa em plantas de tabaco apresentou atividade
para Ostrinia furnacalis, causando mortalidade superior a 80% (Liu et al., 2004).

Dentre as 40 toxinas do tipo Cry1l ja descritas, Cry1la1 apresenta-se como a
Unica toxina efetiva contra insetos Coledpteros, e Lepidopteros do género
Spodoptera (Sasaki et al., 1996). Neste contexto, a taxa de mortalidade de 230

ug/ml de Cry1la12 contra A. grandis mostra-se bastante similar a LCsy de Cry1la1
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encontrada para L. decemlineata de 250 pug/mL, que reflete um potencial inseticida

moderado em condigdes experimentais.

Além do gene cryllal2, também foi isolado um gene do grupo do grupo cry8.
Este apresenta grande relevancia para geracdo de moléculas capazes de controlar
as pragas A. grandis e S. frugiperda. O novo gene cry8 evidenciado por PCR (figura
11) possui 58% de identidade de aminoacidos com relagao a outras toxinas Cry8, as
quais sado conhecidas por serem coledptero-especificas. Juntamente com toxinas do
grupo Cry3A, as toxinas Cry8 formam o maior grupo de toxinas Cry, efetivas no
controle de coledpteros. Este € um forte indicio de que boa parcela da atividade da
estirpe S811 sobre A. grandis deve-se a toxina Cry8. Sendo este, um novo gene, a
obtencdo de sua seqliéncia completa tornou-se um passo muito importante, uma vez
que novas correlacdes de toxicidade poderdao ser estabelecidas. Para a obtencao
da sequéncia completa do gene, foi utilizada a técnica de TAIL-PCR, a qual é
bastante utilizada na obtencdo de regides promotoras desconhecidas de genes
conhecidos. Na literatura, esta € a primeira vez que a técnica é empregada para
obtengao da sequéncia completa de um gene Cry e a mesma mostrou-se bastante
eficaz e rapida.

Embora o gene cry8Hal ndo tenha sido clonado por completo, a porgéo
faltante do C-terminal ndo aparece como um problema uma vez que para
determinacdo de atividade e geragcdo de plantas transgénicas sao necessarias
somente as regides compreendidas pelos trés dominios estruturais e o N-terminal da
proteina (Perlak et al., 1990). Assim como na toxina Cry1la12, os dominios | e Il
mostram-se os mais heterogéneos quando comparado com outras proteinas de
mesma natureza sugerindo novas atividades/especificidades inseticidas para o gene
isolado. As analises de seqUéncias mostraram uma aparente troca de dominios
entre os genes cry8, gerando a alta variabilidade descrita neste trabalho. Esta
suspeita foi igualmente relatada por Asano et al (2003) que observou a presenga de
blocos em regides distintas das toxinas Cry8. Este grupo ainda realizou a
modelagem in silico da toxina Cry8Da mostrando muitas similaridades com a toxina
Cry3Aa, onde todos os residuos conservados entre as duas moléculas encontravam-
se para o interior da proteina, principalmente os localizados nas a-hélices que se
voltavam para dentro das mesmas. Estes mesmos residuos conservados sio

observados na sequéncia de Cry8Hal. Andlises de dominios conservados
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revelaram uma homologia moderada nos dominios Il das toxinas Cry8Aa, Cry8Da,
Cry9Ba, Cry9Ca, Cry9Da e Cry9Ea. Esta identidade ja havia sido descrita por
Crickmore (2000), onde as toxinas Cry9Da e Cry8Aa sdo descritas como sendo
ativas para insetos da ordem Coleoptera. Estes indicios sdo bastante fortes e
mostram que realmente pode haver uma especificidade relacionada com a regiao
compreendida no dominio Il.

Para testar a atividade da toxina, o gene cry8Hal foi clonado no vetor de
expressdo pET (E. coli). Os procedimentos foram um pouco distintos daqueles
aplicados para a toxina Cry1la12 uma vez que a toxina Cry8Ha1 nao formou corpos
de inclusdo em quantidade elevada. Por isso, sua obtencao foi bem mais simples
constituindo em um passo de lise e de purificagdo, da mesma forma que foi
precedido com a toxina Cry1la12.

As toxinas do tipo Cry8 sao caracterizadas como sendo ativas para insetos da
ordem Coleoptera. Por exemplo, Cry8Aa1 e Cry8Ba1 controlam os coledpteros
(escarabeideos) Cotinis spp., Cyclocephala borealis e Cyclocephala pasadenae, em
diferentes ambientes e condi¢cdes experimentais (Michaels et al., 1994). A toxina
Cry8Da1 controla o coledptero Anomala cuprea onde 80% dos insetos da populagéo
sdao mortos. Cry3Aa1 controla a 70 ug/ml, 57% de uma populagdo de coledpteros
Premnotrypes vorax, sendo este um valor razoavel para o controle de insetos
coledpteros. Nenhuma toxicidade destes genes foi relatada para lepidopteros da
mesma forma que Cry8Ha1 ndo apresentou atividade para o lepidoptero Spodoptera
frugiperda. A analise da toxicidade contra A. grandis mostrou que 160 pg/ml da
toxina Cry8Ha1 foram capazes de controlar 50% da larva, descrevendo assim uma
toxicidade deste tipo de toxinas para este inseto.

Até a presente data mais de 300 toxinas Cry foram descritas, muitas delas
com grande capacidade para controlar uma grande variedade de insetos, incluindo
membros das mais distintas ordens como lepidopteros, coledpteros, dipteros e
himendpteros, assim como nematoides (Schnepf et al., 1998; Hilder e Boulter, 1999;
De Maagd et al., 2001; De Maagd et al., 2003; Huffman et al., 2004; Jouanin, 1998).
Além de Cry1la12 e Cry8Ha1 (o presente trabalho), as toxinas de Bt Cry3Aa1,
Cry23A/Cry37 (toxina binaria) foram efetivas contra A. grandis (Herrnstadt et al.,
1986; Donovan e Slaney, 2000). E, de forma contraria as toxinas Bt Cry3Aa,
Cry1Aa, Cry1Ac, Cry2Aa (Sims, 1997), Cry3Aa4 (Macintosh et al., 1990) e Cry3Ba2

(Lambert et al.,, 1992), adicionada em dietas de larvas de A. grandis ndao foram
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toxicas. Desde o primeiro trabalho cientifico de Herrnstadt (1986), que reportou uma
toxina Cry efetiva contra A. grandis, nenhuma cultivar transgénica resistente a esta
praga foi gerada, mesmo sendo esta de grande importancia para a cotonicultura em
muitos paises.

Em 1996, a empresa Monsanto langou sua primeira cultivar de algodao
transgénica (Bollgard Monsanto Co., St. Louis, Mo), a qual foi utilizada para o
controle de lepidopteros. Mesmo sendo muito eficaz para certos lepidopteros como
Heliothis virescens e Pectinophora gossypiella, ainda eram necessarias aplicagdes
suplementares de quimicos para o controle de outros como S. frugiperda, S. exigua,
Helicoverpa armigera e Helicoverpa punctigera (Adamczyk Jr e Meredith Jr, 2004).
Recentemente, foi langada a cultivar Bollgard Il, a qual traz em seu genoma o gene
cry2Ab2, que aumentou a atividade inseticida das plantas, controlando em baixa
escala S. frugiperda, mas sem ser eficaz contra A. grandis (Sims, 1997). Em 2003,
foi lancado no mercado o milho Bt com o gene coledptero-especifico cry3Bb,
conferindo toxicidade para Diabrotica ssp. Plantas de batata expressando genes
cry3Aa, que estavam no mercado desde 1996, foram retiradas de circulagdo devido
a nova geragcado de pesticidas eficazes no combate a besouros e afideos que
reduziram os custos com insumos agricolas. Deixando, desta forma, o mercado
aberto para a introdugdo de novos cultivares eficazes para o combate de
coleopteros.

Diante isso, podemos concluir que o uso de genes cry para obtencido de
plantas transgénicas que controlam o ataque de insetos, representa uma estratégia
promissora. Entretanto, uma selegéo bastante rigorosa deve ser feita considerando-
se a fisiologia e a bioquimica dos insetos-alvo e ndo-alvo. Este trabalho demonstra
que as toxinas Cry1la1l2 e Cry8Hal sdo ativas para os dois insetos mais
devastadores da cultura do algodao, A. grandis e S. frugiperda, abrindo perspectivas
para obtengcdo de uma nova geragao de cultivares de algodao transgénicas Cry.

Estudos futuros devem ser conduzidos no sentido de melhorar os genes para
reducao de problemas especificos, tais como o aparecimento de resisténcias.
Questdes as quais poderdo ser solucionadas por meio de técnicas como DNA
shuffling que se mostra bastante eficaz para o melhoramento de genes cry com
caracteristicas importantes. Essa visdo permite a associagao inteligente de varias

linhas de estudos que visam uUnica e somente um produto final de competitividade.
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8. PERSPECTIVAS

Identificar o mecanismo de agdo das toxinas Cry1la12 e Cry8Ga1 para a
elucidagao da dindmica molecular de interagcdo e geragdo de novas moléculas de
maior toxicidade e especificidade contra os insetos-alvo. Estes estudos, em
andamento, estdo sendo realizados utilizando um biosensor baseado no fendbmeno
de Ressonancia Plasmoénica de Superficie (Biacore 3000). Ambas as toxinas foram
imobilizadas em “chips” com cadeias de dextran carboxi-metilado e as vesiculas
obtidas a partir do intestino médio dos insetos (BBMVs) foram injetadas nas
superficies protéicas. A complexacdo entre as proteinas Cry e as BBMVs é
monitorada em tempo real, sendo que os analitos estdo sendo micro-recuperados,
identificados e parcialmente sequienciados por espectrometria de massa em tandem
(MS/MS). A proxima etapa deste trabalho envolve a determinagdo das constantes

cinéticas da interacao das toxinas pelas BBMVs.

Estudos de protedbmica através de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa estdo caracterizando a estirpe S811 com o intuito de
identificar outras toxinas, assim como outros fatores que possam estar envolvidos na
potencializagdo dos efeitos observados neste trabalho. Assim, poderdo ser
identificadas as moléculas que atuam em sinergismo com as toxinas aqui descritas.
Este trabalho estd sendo realizado pelo aluno de doutorado Erico Rosas

Vasconcelos, sob orientagao da Dra. Fatima Grossi.

Diversas bibliotecas combinatérias estdo sendo construidas onde mutantes
sao selecionados por afinidade a receptores de membrana celular dos insetos.
Resultados recentes demonstram mutantes com atividade inseticida superior as
toxinas “nativas”. Estas sele¢des estao sendo realizadas pelo aluno de mestrado do

PPGBCM Gustavo Ramos de Oliveira, sob orientagdo da Dra. Fatima Grossi.

Os genes cryllal2 e cry8Hal tiveram suas sequéncias nucleotidicas
modificadas com o intuito de favorecer o cédigo genético das plantas de algodao
(“codon usage”). Estes genes sintéticos foram clonados em vetores de expressao
para plantas e estdo sendo introduzidos em plantas modelo, Nicotiana tabacum, e

plantas de algodao através de transformagao via tubopolinico.
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Biology. 2000. v. 23, p. 461-461.

7.1.3 Resumos expandidos em anais de eventos

1  SILVA, Shirley Margareth Buffon; Quezado, M.; BATISTA, Jodo Aguiar
Nogueira; OLIVEIRA NETO, Osmundo Brilhante de; MONERRAT, R.; FRAGOSO,
Rodrigo da Rocha; SA, Maria Fatima Grossi de Characterization of a novel brazilian
strains Bacillus thuringiensis effective against Spodoptera frugiperda and other insect
pests. In: IV CONGRESSO BRASILEIRO DE ALGODAO, 2003, Goiania. IV
Congresso Brasileiro de Algodao. 2003.

2  BATISTA, Jodo Aguiar Nogueira; Quezado, M.; FRAGOSO, Rodrigo da Rocha;
SILVA, Shirley Margareth Buffon; OLIVEIRA NETO, Osmundo Brilhante de;
MONERRAT, R.; SA, Maria Fatima Grossi de Molecular cloning of a new cry08 gene
of a Bacillus thuringiensis strain highly effective against cotton boll weevil
(Anthonomus grandis). In: IV CONGRESSO BRASILEIRO DE ALGODAO, 2003,
Goiania. IV Congresso Brasileiro de Algod&o. 2003.

3 Quezado, M.; SUGANUMA, E.; CIAMPI, A.Y. ANALISE DA VARIABILIDADE



Curriculum vitae resumido 86

GENETICA EM ESPECIES ARBOREAS TROPICAIS NATIVAS COM O USO DE
MARCADOR MOLECULAR RAPD. In: | CONGRESSO DE MELHORAMENTO DE
PLANTAS, 2001, Gioania. Congresso de Melhoramento de Plantas. 2001. v. 1.

4  CIAMPI, A.Y.; Quezado, M.; SUGANUMA, E. Analise da Variabilidade Genética
em Espécies Arboéreas Tropicais Nativas com uso de marcador molecular RAPD. In:
IV ENCONTRO LATINO AMERICANO DE BIOTECNOLOGIA, IV Encontro Latino
Americano de Biotecnologia. 2001. p. 148-148.

7.1.4 Artigos completos publicados em periodicos

1 SILVA, Shirley Margareth Buffon; WERNECK, J.S.0; FALCAO, R.; GOMES,
A.C; FRAGOSO, Rodrigo da Rocha; Quezado, M.; OLIVEIRA NETO, Osmundo
Brilhante de; BATISTA, Jodo Aguiar Nogueira; SA, Maria Fatima Grossi de;
MONERRAT, R.; BRAVO, A. Characterization of novel Brazilian Bacillus
thuringiensis strains active against Spodoptera frugiperda and other insect pests.
Journal Of Applied Entomology-Zeitschrift Fir Angewandte Entomologie, 2003.

2 CIAMPI, AY.; Quezado, M. Analise da variabilidade genética de trés espécies
arboreas utilizando marcador molecular RAPD. CPAP - Boletim de Pesquisa
EMBRAPA, EMBRAPA, 2001.

8 PARTICIPACAO EM EVENTOS

1 VII Encontro do Talento Estudantil. 2002. (Participagdo em eventos/Encontro).

2  520. Congresso de Botanica. 2001. (Participagao em eventos/Congresso).

3 | Congresso de Melhoramento de Plantas. 2001. (Participagdo em
eventos/Congresso).

4 Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Cientifica. 2001.
(Participacao em eventos/Congresso).

5 VI Encontro do Talento Estudanti da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. 2001. (Participagédo em eventos/Encontro).

6 490. Congresso Brasileiro de Genética. 2000. (Participagdo em
eventos/Congresso).

7  V Encontro do Talento Estudantil. 2000. (Participagdo em eventos/Encontro).
8  V Encontro do Talento Estudantil. 2000. (Participagdo em eventos/Encontro).

9  XXXII REUNIAO ANUAL DO SBBQ, 2004, CAXAMBU. (Participagdo em
eventos/Encontro).
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