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RESUMO

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva, entomopatogénica, aerdbia e
amplamente utilizada como biopesticida para controle de insetos-praga de culturas
importantes. Estas bactérias sdo encontradas normalmente no solo, na superficie de folhas e
também como patdgenos de muitos insetos. Elas sdo capazes de se manter em laténcia, sob
forma de enddsporos, em condigdes adversas. Durante a fase de esporulacdo, as bactérias
sintetizam proteinas que se acumulam na periferia dos esporos sob forma de cristais. Estes
cristais s3o compostos por aglomerados de proteinas Cry inativas, sob a forma de protoxinas
de 130 kDa, também chamadas de delta-endotoxinas. As proteinas Cry sdo toxicas para
membros da classe Insecta, bem como para outros invertebrados, como membros do filo
Nematoda. Esse trabalho teve como objetivos a clonagem e a expressdo de um gene
pertencente a familia CrylA4 da linhagem UNI498 de Bacillus thuringiensis, isolada do solo
do Rio Grande do Sul. Um fragmento de aproximadamente 1900 pb, correspondendo as
regidoes amino ¢ central da proteina Cry, foi amplificado por PCR usando iniciadores
especificamente projetados. Este fragmento foi clonado em pGEM® T-Easy e quase
totalmente sequenciado. A sequéncia de nucleotideos obtida, bem como a de aminoacidos, foi
comparada com sequéncias de genes e proteinas da familia Cryl A disponiveis no GenBank.
Uma alta identidade foi observada entre as sequéncias do fragmento amplificado e sequéncias
pertencentes a subfamilia CrylAa. Analises filogenéticas corroboraram a classificagdo do
gene isolado da linhagem Bt UNI498 como pertencente a essa subfamilia. Tentativas de
expressar a proteina CrylAa isolada em E. coli foram realizadas utilizando-se os vetores de
expressdo pGEX e pET23a, sem resultados positivos. Novas clonagens estdo em andamento a
fim de se obter um extrato protéico de E. coli com a nova proteina CrylAa, para posteriores

bioensaios de toxicidade em lagartas de Anticarsia gemmatalis.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive entomopathogenic aerobic bacterium widely
used as biopesticide to control plague insects of important crops. These bacteria are usually
found in soil, leaf surface and also as pathogens to several insects. They are able to present a
latent endospore form under adverse conditions. During the sporulated phase, the bacteria
synthesize proteins that accumulate in cell periphery as crystals. These crystals are composed
of inactive Cry proteins in the form of 130 kDa protoxins, also known as delta-endotoxins.
Cry proteins are specifically toxic for some insects and nematodes. This work aimed the
cloning and expression of a Bacillus thuringiensis strain UNI498 CrylA4 gene family member,
which was isolated from soils of Rio Grande do Sul state. A fragment of approximately 1900
bp, corresponding to the amino and central regions of the Cry protein, was PCR amplified
using specifically designed initiators. This fragment was cloned into pGEM® T-Easy vector
and almost completely sequenced. The nucleotide and amino acid sequences obtained were
compared to Cryl A gene family sequences available at GenBank database. A high identity
between the amplified fragment sequences and the CrylAa subfamily sequences was
observed. Phylogenetic analyses corroborated the classification of the isolated gene from Bt
UNI498 as belonging to the Cryl Aa subfamily. Expression of the isolated CrylAa protein in
Escherichia coli using pGEX or pET23a expression vectors was unsuccessful. New cloning
attempts are underway to obtain an E. coli protein extract containing the new CrylAa protein

to be further used in toxicity assays against Anticarsia gemmatalis larvae.
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1. Introducao

1.1. Bacillus thuringiensis

A bactéria Bacillus thuringiensis foi isolada em 1911, em Thuringen, na Alemanha, a
partir de mariposa-do-solo (Ephestia kuhniella). Berliner nomeou essa nova bactéria de
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915).

Bacillus thuringiensis ¢ membro da mesma familia de Bacillus cereus, que contém,
além de B. thuringiensis e B. cereus, B. anthracis, B. mycoides. B. pseudomycoides e B.
weihenstephanensis (Rasko et al, 2005). B. thuringiensis difere bem pouco, geneticamente, de
B. cereus e B. anthracis. A principal diferenga estd nos plasmideos que cada espécie porta: B.
thuringiensis possui plasmideos codificadores de proteinas inseticidas Cry, enquanto B.
cereus possui plasmideos codificadores de enterotoxinas causadoras de infec¢do alimentar e
B. anthracis apresenta plasmideos que portam genes codificadores dos fatores de viruléncia
causadores do anthrax (Radnedge et a/, 2003).

Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ uma bactéria Gram-positiva, entomopatogénica, aerdbia,
amplamente utilizada como biopesticida para controle de insetos-praga de culturas
importantes. Estas bactérias sdo encontradas normalmente no solo, na superficie de folhas e
também como patdgenos de muitos insetos (Carozzi et al, 1991). Elas sdo capazes de se
manter em laténcia, sob forma de enddsporos, em condi¢des adversas. Durante a fase de
esporulacdo, as bactérias sintetizam proteinas que se acumulam na periferia dos esporos sob
forma de cristais (Peferden, 1997). Estes cristais sdo compostos por aglomerados de proteinas
Cry inativas, sob a forma de protoxinas de 130 kDa, também chamadas de delta-endotoxinas
(Knowles et al, 1993). As proteinas Cry sdo toxicas para membros da classe Insecta (Schnepf
et al, 1998), bem como para outros invertebrados, como membros do filo Nematoda

(Marroquin et al, 2000).

1.2. Proteinas Cry

As proteinas Cry se dividem em 54 familias. Cada uma destas familias pode ser
composta por inimeras subfamilias, apresentando, atualmente, mais de 200 membros no total.
O principal grupo das proteinas Cry, que inclui os tipos de maior toxicidade a diferentes

espécies, ¢ chamado de familia dos trés dominios (Guo et al/, 2009). Os membros desta



familia compartilham trés dominios fundamentais: I, II e III. Estes dominios correspondem a
porcdo ativa da proteina, ou seja, a sequéncia polipeptidica liberada apods a clivagem da
proteina precursora (protoxina) pelas proteases intestinais dos insetos suscetiveis (de Maagd
etal.,2001).

As estruturas terciarias de diversas toxinas Cry com especificidade a diferentes insetos
foram resolvidas, incluindo CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aa e Cry4Ba. As
estruturas revelaram que existe alta similaridade entre os trés dominios, sugerindo que o
mecanismo de acdo da proteina segue conservado (Li et al, 1991; Grochulski et al, 1995;
Morse et al, 2001; Galitsky et a/, 2001; Boonserm et al, 2005, 2006).

O dominio I ¢ formado por sete a-hélices e estd envolvido na inser¢do na membrana e
na formagdo de poros. (Bravo et al, 2007). O dominio II ¢ uma B-folha, formada por duas
folhas antiparalelas, e o0 dominio III ¢ um B-sanduiche, conforme demonstrado na Figura 1. Os
dominios II e III estdo envolvidos no reconhecimento e interagdo com receptores no intestino

médio do inseto (Li et al, 1991; Boonserm et al, 2005; Bravo et al, 2005).

d-Endotoxin from B. thuringiensis

Domain 111

Figura 1: Representacdo da estrutura terciaria da proteina Cry. Fonte: Carroll e colaboradores (1991).
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1.3. Modos de acio

Dois modelos tém sido propostos para descrever o modo de agdo das proteinas Cry.
Durante pelo menos 20 anos, os estudos apontaram que as proteinas Cry eram toxinas
formadoras de poros, que induziriam a morte celular através da inser¢do na membrana e
formacao de poros i0nicos, levando a lise osmética das cé€lulas intestinais e morte do inseto-
alvo (Schnepf et al, 1998; Bravo et al, 2004; Boonserm et al, 2005). No entanto, um modelo
proposto recentemente sugere que as proteinas Cry que compartilham os trés dominios
(familia dos trés dominios) ndo sdo formadoras de poro, mas toxinas que ativam uma cascata
de sinalizagdo, através de uma via mediada apenas pela interagdo das proteinas Cry com um

receptor especifico, chamado caderina (Zhang et al, 2005, Bulla et al, 2006).

1.3.1. Modelo da formacao de poros

O modelo da formacao de poros sugere que as larvas dos insetos suscetiveis ingerem o
cristal de Cry, que se solubiliza no limen do intestino delgado do animal, devido ao alto pH e
a condi¢des redutoras 14 encontradas. Apos esta solubilizagdo, as proteases do intestino médio
do inseto clivam a protoxina nas por¢des C-terminal e N-terminal, resultando em uma toxina
ativada de 60 kDa, com uma estrutura de trés dominios (Schnepf et al, 1998). Estes
monodmeros se ligam aos receptores primarios, que estdo nas células do intestino médio da
larva. O tipo do receptor primdrio varia conforme a especificidade da proteina. Por exemplo,
CrylA, téxica para diversos lepidopteros, tem como receptor primario uma caderina (Bravo et
al, 2004; Bulla et al, 2006). Depois, os monomeros se ligam aos receptores secundarios, que
sdo as proteinas ancoradoras glicosil-fosfatidil-inisitol (GPI), como aminopeptidase N, no
caso de Manduca sexta, e fosfatase alcalina, para o lepidoptero Heliothis virences. Apos essa
ligacdo ao receptor secundario, o agora oligdmero se insere na membrana, onde existem
receptores para GPI, criando poros na membrana apical e causando choque osmético, lise das
células intestinais e morte do inseto (Schnepf et al, 1998; Bravo et al, 2004). A Figura 2

ilustra este modelo.
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Figura 2: Mecanismo de agdo da proteina Cry. Modelo da formacdo de poros. Modificado de Bravo e
colaboradores (2009).

1.3.2. Modelo de transduc¢ao de sinal

O outro modelo proposto seria de que a toxicidade de Cry seria induzida através da
ativagio de uma cascata de sinalizacio dependente de Mg*', iniciada com a interagdo do
mondémero de Cry com o receptor primdrio, a proteina caderina (BT-R na Figura 3). Esta
interacdo ativaria uma proteina G, que, por sua vez, ativaria a adenilato ciclase (AC na Figura
3), levando a producdo de AMPc dentro das cé€lulas. Este aumento de AMPc intracelular
ativaria a proteina quinase A (PKA), levando a forma¢do de bolhas na membrana, devido a
alteracdes de citoesqueleto, surgimento de nicleos fantasmas e edema, culminando com a lise

celular (Figura 4) (Bulla et al, 2006, Bravo et al, 2009).

BT-R

Toxina
Cry
Extenor
4 l Citosal
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Figura 3: Mecanismo de agdo da proteina Cry. Modelo da transdugdo de sinal. Modificado de Bulla e
colaboradores (2006). (Abreviagdes: AC: adenilato ciclase, PKA: proteina quinase A, BT-R: receptor de
caderina, Ga, G e Gy: proteina G subunidades a, B e v, respectivamente, cAPM: adenosina monofosfato ciclico,
ATP-Mg**: adenosina trifosfato, GDP: guanosina-difosfato, GTP: guanosina-trifosfato).
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Figura 4: Sequéncia de alteragdes celulares durante a inducao da morte celular pela toxina Cryl Ab. Modificado
de Bulla e colaboradores (2006).

1.4. A producio de soja e o impacto da lagarta de Anticarsia gemmatalis

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja. Na safra 2008/09, a cultura
ocupou uma area de 21,7 milhdes de hectares, o que totalizou uma producao de 57,1 milhdes
de toneladas de graos. Os Estados Unidos, maior produtor mundial do grdo, respondeu pela
producdo de 80,5 milhdes de toneladas de soja (Embrapa, 2010). Ha a estimativa de que, até o
ano de 2017, o Brasil se torne o maior produtor e exportador mundial de soja, retendo 34% de
toda produgao, seguido pelos EUA com 30% e Argentina com 20% (USDA, 2010).

A lagarta de Anticarsia gemmatalis Hubner ¢ a praga de maior impacto sobre as
lavouras de soja e representa 90% da populacdo de lagartas que atacam essa cultura (Kogan et
al., 1976; Belarmino, 1987). A referida lagarta causa danos ao reduzir substancialmente a area
foliar das plantas, promovendo significativa diminui¢ao na producdo de grdos. Uma unica
larva pode consumir mais de 110 cm” de folha de soja (Walker ef al., 2000). Para o controle
desse inseto, tém sido utilizados, predominantemente, inseticidas quimicos com até trés
aplicagdes por safra, ocasionando enormes prejuizos ambientais e custos elevados aos
produtores. A utilizagdo de inseticidas também causa a mortalidade dos inimigos naturais, isto

¢, de outros insetos que auxiliam no controle de pragas (Belarmino, 1987).

1.5. Uso de bioinseticidas

A possibilidade da ocorréncia de resisténcia de insetos, somada a questdes ambientais
e de seguranca, torna necessaria a utilizagdo de outros métodos para o controle das lagartas de
A. gemmatalis, diferente da utilizagdo de pesticidas quimicos. Os inseticidas bioldgicos,

utilizados ha mais de 50 anos, tém sido a alternativa encontrada para a chamada agricultura
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organica e para o controle mais seletivo de insetos. Bioinseticidas contra A. gemmatalis,
baseados em formulacdes de esporos de Bacillus thuringiensis (Bf), demonstraram muitas
vantagens sobre o uso de agentes quimicos de controle, principalmente no que diz respeito a
alta especificidade e toxicidade dessa bactéria a determinados insetos-praga, enquanto ¢
atoxica a outros insetos, plantas e vertebrados (Ben-Dov et al., 1997; Hongyu et al., 2000).
Apesar das vantagens, alguns problemas do uso de Bt sempre dificultaram sua aceitagdo pelo
mercado, dentre eles: pouca estabilidade da proteina exposta a intempéries, auséncia de
translocagdo nas plantas, espectro limitado de acdo e degradacao rapida pela luz ultravioleta

(Navon, 2000).

1.6. Plantas transgénicas expressando a proteina Cry

A possibilidade de gerar plantas transgénicas resistentes a insetos, através da
introdugdo, nas mesmas, de genes de Bt codificadores de d-endotoxinas, tornou-se uma
realidade e vem sendo crescentemente explorada em diferentes paises (Estruch et al., 1997,
Sharma et al., 2000).

Em 1981, o primeiro gene Cry foi clonado e expresso em Escherichia coli (Schnepf e
Whitley, 1981). Poucos anos depois, foi produzida a primeira planta de tomate com genes de
Bt (Fischhoff, 1987). O milho Maximizer™ da Novartis, o algoddo Bollgard™ e a batata
Newleaf™ da Monsanto foram introduzidos no mercado norte-americano em 1995, sendo
genericamente conhecidos como plantas-B¢ (Jouanin et al., 1998).

No Brasil, a CTNBio (Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranca) ja liberou o
plantio de algoddo e milho expressando proteinas Cry, o primeiro desde 2005 e o segundo
desde 2007 (CTNBio, 2010).

Além do milho e do algodado, outras plantas cultivadas expressando uma ou varias
proteinas Cry, para o controle de lepidopteros e coledpteros, estdo em fase de
desenvolvimento em laboratorios ou em testes de campo. Stewart e colaboradores (1996)
obtiveram plantas transgénicas de soja expressando o gene CrylAc de Bt. Tais plantas
apresentaram resisténcia aos insetos Helicoverpa zea, Pseudoplusia includens, Heliothis
virescens € Anticarsia gemmatalis. Plantas de soja-Bt ja sdo utilizadas nos Estados Unidos,
mas ainda ndo obtiveram liberacdo no Brasil (Embrapa, 2010). No Brasil, plantas de soja

expressando a proteina CrylAc ja foram produzidas e se mostraram resistentes as lagartas de
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Anticarsia gemmatalis, mas ainda ndo estdo sendo utilizadas comercialmente (Homrich et al,
2008).

Alguns trabalhos iniciais demonstraram que os genes codificadores das proteinas de Bt
podem ser expressos em plantas, mas o nivel das proteinas ativas nas plantas transformadas,
quando utilizados os genes nativos, ¢ relativamente baixo, com algumas excegdes (Warren et
al., 1992), o que geralmente ndo ¢ suficiente para uma protecdo adequada contra insetos
relevantes agronomicamente. Em virtude destas observagoes, esforgos t€ém sido concentrados
no incremento da expressao dos genes de Bt em plantas, na selecdo de novas variantes de Bt
mais ativas e/ou na modificagdo das sequéncias dos genes Cry, de maneira a aumentar a
producdo de toxinas no interior das plantas.

Genes Cry de Bt apresentam um alto conteudo de bases adenina/timina (A/T) quando
comparados a genes de plantas, que tendem a ter um alto conteudo de bases guanina/citosina
(G/C) (de Maagd et al., 1999). Como consequéncia, os codons usuais dos genes de Bt sdo
ineficientes em plantas, determinando a ndo tradugdo ou uma meia-vida do mRNA muito
curta, o que leva a expressao reduzida destes genes. A modificagcdo das sequéncias dos genes
Cry, somada a selecdo de novas variantes de Bf mais toxicas, surge como uma alternativa
promissora para contornar o problema de baixa protegdo contra insetos em plantas
transgénicas, contendo genes de Bt. A substitui¢do de nucleotideos na sequéncia codificadora
dos genes Cryl, por meio de mutagénese in vitro, auxilia a correta leitura para a traducdo em
plantas, aumentando o nivel de expressao destas proteinas. Entretanto, as modificagdes devem
ser adequadas a cada espécie vegetal a ser transformada, sendo que a sintese deve gerar a
mesma proteina do gene nativo (de Maagd ef al., 1999). Uma alternativa ¢ a adicdo de tRNAs
requeridos para a tradugdo efetiva dos codons preferenciais em plantas (Kumar et al., 2005).
Ja no inicio da década de 90, foram obtidas plantas com aumento significativo da expressao
dos genes de Bt e capazes de conferir efetivo controle de pragas do algodao (Perlak et al.,

1990), da batata (Perlak et al., 1993) e do milho (Koziel et al., 1993), entre outras espécies.

1.7. Caracterizacao de isolados de Bt do Estado do Rio Grande do Sul

Bobrowski e colaboradores (2001, 2002) avaliaram, aproximadamente, 100 isolados
de B. thuringiensis obtidos de amostras de solos da regido Sul do Brasil. Destes, trés
apresentaram destaque por causarem mortalidade de larvas de 4. gemmatalis superior a 90%

(UNI981, UNI498 e UNI872). UNI872 e UNI498 apresentaram maior toxicidade e foram
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caracterizados sorologicamente, sendo estas subespécies classificadas como B. thuringiensis
kurstaki e B. thuringiensis aizawai, respectivamente. Foi constatada a presenca de sequéncias

semelhantes a do gene Cryl em ambos os isolados e a do gene Cry2 no isolado UNI872.

1.8. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos a clonagem e a expressao de um gene pertencente a
familia CrylA da linhagem UNI498 de Bacillus thuringiensis, para posteriores bioensaios de

toxicidade em lagartas de Anticarsia gemmatalis.
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2. Material e métodos

2.1. Linhagem bacteriana

A linhagem de Bt utilizada para o isolamento de um gene pertencente a familia CrylA4
foi Bt UNI498, a qual foi isolada a partir de amostras de solo do Estado do Rio Grande do Sul
(Bobrowski et al., 2001, 2002).

2.2. Cultivo e extracio de plasmideos

2.2.1. DNA plasmidial

As colonias de Escherichia coli selecionadas apds procedimentos de ligacdo e
transformagdo por eletroporacao, foram inoculadas em meio LB com antibidtico. Apds um
periodo de 24 h a 37 °C sob agitagdo, as culturas bacterianas tiveram seus plasmideos

extraidos pelo Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System® (Promega).

2.3. Oligonucleotideos e reacao em cadeia da polimerase (PCR)

2.3.1. Modelagem dos oligonucleotideos reverso e direto

Oligonucleotideos iniciadores ja haviam sido projetados com base no alinhamento de
sequéncias de genes CrylAc depositadas no GenBank, a fim de amplificar a regido
nucleotidica correspondente as regides amino terminal e central da proteina. Estes iniciadores
foram projetados contendo sitios para enzimas de restricdo BamHI e Sall em suas
extremidades, objetivando otimizar as futuras clonagens em vetores plasmidiais (Figuras 5 e
6). Visando a clonagem no vetor pENTR™/D-TOPO® um segundo oligonucleotideo direto
foi projetado, contendo a extensdo CACC, apropriada para os eventos de recombinagao sitio-
especifica. Visto que a regido 3’ ndo ¢ muito conservada entre as sequéncias alinhadas,
degeneragdes foram projetadas no oligonucleotideo reverso nos sitios em que ndo havia
consenso. Estes oligonucleotideos amplificam um fragmento de aproximadamente 1900 pares

de bases (pb).
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Direto = crylfor: 5> GGG GAT CCA TGG ATA ACA ATC CGA AC 3’ (o sitio de
BamHI esté sublinhado).

Direto para o pENTR =5 CACC ATG GAT AAC AAT CCG AAC 3’

Reverso = crylrev: 5° GTC AGC TGG (A/G)TT (G/T)G(A/T) AGA (A/C)GT
AAA CAG C 3’ (o sitio de Sall esta sublinhado).

LA N T L T O Y L A O O O A
130 140 150 160 170

AY925090 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AF148644 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AF492767 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AY122057 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
Ug9872 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AY225453 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AY730621 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AF081248 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
AF081790 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAA
Consensus

Figura 5: Sequéncias de CrylAc alinhadas. Sublinhado indica a regido usada para defini¢do dos
oligonucleotideos diretos. Acesso no GenBank ao lado de cada sequéncia. Asteriscos indicam as regides de
consenso. Numeros na parte superior da figura se referem a sequéncia do gene CrylA4c do acesso AY925090.

Il'l'l'll'l'l'l!ll'l'l'llllll'TTl’llllll'TTTT'llllll'l'lllll'"

1990 2000 2010 2020 2030

AYS25090 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
ARF148644 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
AF492767 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
ARY122057 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
J8S872 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
AY225453 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
AY730621 CTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACC
AF081248 TTAGAAAGAGCACAAAACGGCGTGAATCAGCTGTTTACTTCTTCCAATC
RF081790 TTAGAAAGAGCACAAAACGGCGTGAATCAGCTGTTTACTICITCCAATC
Clustal khkhkkkhkhkk *k k% * *hkk*kk*k khkhkhkhkhkhkdd A% * k& *
Consensus

Figura 6: Sequéncias de CrylAc alinhadas. Sublinhado indica a regido usada para defini¢do do oligonucleotideo
reverso. Acesso no GenBank ao lado de cada sequéncia. Asteriscos indicam as regides consenso. Numeros na
parte superior da figura se referem a sequéncia do gene CrylAc do acesso AY925090.
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2.3.2. Condicdes de amplificacio do fragmento correspondente as regidoes amino
terminal e central da proteina Cry do DNA da linhagem UNI498 de Bacillus

thuringiensis

A amplificacdo do fragmento de aproximadamente 1900 pb foi realizada por PCR,
utilizando-se como molde DNA proveniente de fervura, por 5 minutos, de uma aliquota de
100 pl de uma cultura da bactéria UNI498 estocada em glicerol. Em todas as reacdes foram

utilizados 5 pl do lisado bacteriano.

Parametros da reacdo com Platinum® Taq DNA Pol (Promega):

Desnaturacao inicial: 94 °C — 5 min

94 °C — 1 min
55°C -1 min 30 ciclos
72 °C —2 min

Extensao final: 72 °C — 5 min

4 °C - 10 min

A reacgdo foi realizada no volume final de 25 pl.

Os reagentes encontravam-se nas seguintes concentragdes finais: 1 U Platinum® Taq
DNA Pol (Promega), Tampao de reacao contendo 3 mM de MgCl, 1 mM dNTPs, 10 pmol de

cada oligonucleotideo (crylfor e crylrev). O volume foi completado com agua destilada.

Parametros da reacdo com Pfx50™ DNA Pol (Invitrogen):

Desnaturagao inicial: 94 °C — 2 min

94 °C — 15 seg

58 °C — 30 seg 30 ciclos
68 °C — 1 min

Extensao final: 68 °C — 5 min

4 °C—10 min

A reagao foi realizada no volume final de 25 pl.

Os reagentes encontravam-se nas seguintes concentragoes finais: 2,5 U Pfx50™ DNA
Pol (Invitrogen), Tampao de reagdo contendo 0,3 mM de MgCl, 1 mM dNTPs, 0,3 uM de
cada oligonucleotideo (direto para pENTR e crylrev). O volume foi completado com agua

destilada.
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2.4. Clonagem em vetores plasmidiais

2.4.1. Clonagem e sequenciamento do fragmento correspondente as regides amino

terminal e central da proteina Cry em vetor plasmidial pGEM® T-Easy (Promega)

A amplificacdo do fragmento de aproximadamente 1900 pb foi realizada por PCR,
utilizando-se como molde o DNA da bactéria UNI498, os iniciadores direto e reverso e
Platinum® Taq DNA Pol (Promega).

O produto da reacdo de PCR foi purificado utilizando-se o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System (Promega), segundo instru¢des do fabricante. Esse foi ligado ao vetor
pGEM® T Easy (Promega). A reagdo de ligacao foi utilizada para transformacao de bactérias
E. coli TOP 10 eletrocompetentes, por eletroporacao. As coldnias transformantes tiveram seus
plasmideos extraidos. A presenca do fragmento correspondente ao gene CrylA4 foi confirmada
por PCR, nas condi¢des ja descritas. O plasmideo recombinante foi denominado pGEM-
CrylA.

Trés dos plasmideos obtidos (pGEM-Cryl A) foram enviados para sequenciamento. Os
oligonucleotideos direto e reverso universais do pUCI18/M13 foram utilizados como
iniciadores da reacdo de sequenciamento. As sequéncias obtidas foram analisadas com o
programa BLASTn, disponivel no Centro Nacional de Informac¢des Biotecnoldgicas dos

Estados Unidos (NCBI-USA).

2.4.2. Clonagem e sequenciamento do fragmento correspondente as regioes amino

terminal e central da proteina Cry em vetor pPENTR™/D-TOPO® (Invitrogen)

Paralelamente a clonagem do fragmento de 1900 pb amplificado no vetor pGEM® T
Easy (Promega) foi realizada a clonagem desse fragmento no vetor pENTR™/D-TOPO®
(Invitrogen). Neste caso, o fragmento foi amplificado por PCR, utilizando-se como molde o
DNA da bactéria UNI498, os iniciadores direto para o p-ENTR e reverso e Pfx50™ DNA Pol
(Invitrogen).

O produto da reagdo de PCR foi purificado utilizando-se o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System (Promega), segundo instrugdes do fabricante. Este foi ligado ao vetor
pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen). A reacdo de ligacdo foi utilizada para transformacao de

bactérias E. coli TOP 10 eletrocompetentes, por eletroporacdo. As colonias transformantes
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tiveram seus plasmideos extraidos. A presenca do fragmento correspondente ao gene CrylA
foi confirmada por PCR, nas condigdes ja descritas. O plasmideo recombinante foi
denominado pPENTR-CrylA.

Um dos clones obtidos (pENTR-CrylA) foi enviado para sequenciamento. Os
oligonucleotideos direto e reverso universais do fago T7 foram utilizados como iniciadores da
reagdo de sequenciamento. A sequéncia obtida foi analisada com o programa BLASTn,
disponivel no Centro Nacional de Informagdes Biotecnologicas dos Estados Unidos (NCBI-

USA).

2.4.3. Clonagem e expressiao do fragmento correspondente as regidoes amino terminal e

central da proteina Cry nos vetores de expressio pGEX® 4T3 e pET-23a(+)®

Os vetores plasmidiais pGEX 4T3®, pET-23a(+)®, juntamente com o plasmideo
pGEM-CrylA, foram inicialmente clivados com a enzima de restricdo Sal/l (Promega) e
purificados com kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega). Em seguida, os
plasmideos foram clivados com a enzima BamHI (Promega). As reacdes de clivagem foram
purificadas novamente com o mesmo Kkit.

O fragmento contendo parte do gene CrylA4 foi ligado ao vetor pGEX 4T3® ou ao
vetor pET-23a(+)® através dos sitios de Sall e BamHI e a reagdo foi utilizada para
transformagdo de bactérias E. coli TOP 10 eletrocompetentes, por eletroporagao.

As colonias transformantes tiveram seus plasmideos extraidos. A presenga do
fragmento correspondente ao gene CrylA foi confirmada por PCR, nas condig¢des ja descritas.
Os plasmideos recombinantes foram denominados pGEX-CrylA e pET-Cryl A.

Um representante de cada tipo de plasmideo (pGEX-CrylA e pET-CrylA) foi
utilizado para transformacdao de bactérias E. coli BL21(DE3) Ril eletrocompetentes por
eletroporacdo. As coldnias transformantes foram inoculadas em meio liquido e posteriormente

induzidas.

2.5. Analise das sequéncias obtidas por ferramentas de bioinformatica

Todos os clones plasmidiais obtidos foram sequenciados no laboratério ACTGene do
Centro de Biotecnologia, UFRGS, RS, no sequenciador automdtico ABI-PRISM 3100

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Apds a obtencdo das sequéncias de nucleotideos de
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ambos os lados dos fragmentos de aproximadamente 1900 pb clonados em pGEM T Easy,
estas foram analisadas através dos programas Clustal X (Thompson et al., 1997) e BioEdit
Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 (Hall, 1999). As sequéncias foram manualmente corrigidas
e uma delas foi utilizada para as comparagdes com outras sequéncias de genes CrylA
disponiveis no banco de dados, tanto em nivel de nucleotideos como de aminoacidos.

As sequéncias de aminodcidos derivadas das sequéncias de nucleotideos obtidas
também foram utilizadas para a construgdo de arvores filogenéticas, visando identificar a qual
subfamilia de genes CrylA pertence o fragmento isolado a partir do DNA da linhagem
UNI498 de B. thuringiensis. Para a construgdo das arvores filogenéticas foram utilizados os
métodos de neighbour joining (Saitou e Nei, 1987) e UPGMA, com andlises de bootstrap com
1000 repeti¢des. O programa Mega, versao 2.1.0 (Kumar et al., 2001) foi utilizado para estas

analises.

2.6. Inducio da expressao de proteinas

2.6.1. Inducdo da expressio de proteinas em bactérias E. coli BL21(DE3) Ril

eletrocompetentes

Colonias de E. coli contendo os clones recombinantes de pET-23a(+)® e pGEX®
4T3® (pGEX-CrylA e pET-Cryl A, respectivamente) foram cultivadas em meio liquido, com
agitacdo de 120 rpm, a temperatura de 37 °C até atingirem a densidade optica de 0.6, medida
na absorbancia de 600 nm. Estas culturas foram, entdo, induzidas com 1 mM de IPTG durante
6 horas para a expressdo de proteinas. Como controles foram utilizadas culturas da bactéria E.
coli BL21(DE3) Ril contendo ou ndo os vetores de expressdo sem o inserto, induzidas ou nao

induzidas com IPTG.

2.6.2. Analise da expressao de proteinas em gel de poliacrilamida

As culturas bacterianas induzidas e ndo induzidas foram centrifugadas por 5 min. a
5.000 rpm. Os precipitados foram suspendidos em SDS Buffer (20 mM Tris-CI, 100 mM
NaCl, 70 mM EDTA e 2% SDS), fervidos durante 3 minutos e, entdo, colocados em gelo. Os

extratos proteicos foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
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10%. Ap0s a corrida, o gel foi corado com Coomassie Blue G-250® (Sigma). Como marcador

de peso molecular foi utilizado o BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).
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3. Resultados e discussao

3.1. Modelagem dos oligonucleotideos reverso e direto

Dentre as possiveis estratégias para o isolamento de um gene, foi utilizada a que
combina a técnica de reacdo em cadeia da polimerase para amplificacio de um fragmento
especifico, com a sucessiva clonagem deste fragmento em vetor apropriado. Visto que
existem varias sequéncias de genes Cryl/A disponiveis no GenBank e que outros trabalhos ja
descreveram o isolamento de genes Cry via PCR (Dardenne et al., 1990; Qiao et al, 1993),
esta estratégia mostrou-se a mais conveniente para o isolamento de um gene pertencente a
familia Cryl4 do genoma de uma linhagem de Bt isolada no Estado do RS. A linhagem
UNI498 foi escolhida devido a sua elevada toxidade a larvas de A. gemmatalis (Bobrowski et
al. 2001, 2002).

Considerando que a regido C-terminal das proteinas Cry estd basicamente envolvida
na formagdo do cristal proteico durante o estdgio de esporulacdo do bacilo e, pouco se
relaciona com a toxidez; o trabalho focou-se na clonagem da sequéncia nucleotidica
correspondente as regides N-terminal e central, as quais sdo responsadveis pela toxidez da
proteina. (Perlak ef al., 1991; Bravo et al., 2002)

Tratando-se do isolamento de uma sequéncia génica incompleta, houve a preocupacao
em evitar-se a exclusdo de nucleotideos da regido 3’ envolvidos na codificagdo do terceiro
dominio da proteina, regido fundamental a atividade desta. Para isso, foram analisados outros
trabalhos que isolaram sequéncias truncadas de genes CrylA, e que tiveram sucesso quanto a
conservagao da atividade da toxina. O tamanho médio entre as sequéncias isoladas nestes

trabalhos foi de 1883 pb (Dardenne et al., 1990; Qiao et al, 1993; Masson, et al, 1994).

3.2. Amplificacido do fragmento correspondente as regides amino terminal e central da

proteina Cry do DNA da linhagem UNI498 de Bacillus thuringiensis

Ap0s a realizagdo da amplificacdo nas condig¢des descritas no item 2.3.2 foi obtido um

fragmento de aproximadamente 1900 pb (Figura 7).
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PM + UNI UNI
498 498

2Kb —p 1900 pb

1,65 Kb —»

Figura 7: Gel de agarose 0,8%, mostrando o resultado da reacdo de amplificagdo com os oligonucleotideos
especificos para CrylA. A seta indica o fragmento de aproximadamente 1900 pb obtido na reagdo de
amplificagdo, usando-se DNA de UNI498 como molde. O sinal + indica a amplificagdo de um fragmento
correspondente a um gene CrylAc disponivel no laboratorio; o sinal — corresponde ao controle negativo da
reacdo (sem DNA). PM: Marcador de peso molecular Ladder 1,0 Kb.

3.3. Clonagem e sequenciamento do fragmento correspondente as regides amino

terminal e central da proteina Cry em vetor plasmidial pGEM® T-Easy (Promega)

Foi realizada a clonagem do fragmento de aproximadamente 1900 pb no vetor
pGEM® T Easy (Promega) e as colonias transformantes tiveram seus plasmideos extraidos. A
presenca do fragmento correspondente ao gene CrylA foi confirmada por PCR, nas condigdes

ja descritas (Figura 8).
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1900 pb

Figura 8: Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio, mostrando o resultado da reacdo de amplificagdo
com os oligonucleotideos especificos para CrylA4 de plasmideos extraidos de algumas coldnias transformantes
de pGEM-Cryl A (canaletas de 1 a 7). O sinal + indica a amplificagdo de um fragmento correspondente a um
gene CrylAc disponivel no laboratoério; o sinal — corresponde ao controle negativo da reagdo (sem DNA). As
bandas circuladas foram as que apresentaram o fragmento de 1900 pb. PM = Marcador de peso molecular, 1,0
Kb Ladder.

Os trés clones de pGEM-CrylA que apresentaram o fragmento de 1900 pb na

amplificacao por PCR foram enviados para sequenciamento.

3.4. Clonagem e sequenciamento do fragmento correspondente as regides amino

terminal e central da proteina Cry em vetor pPENTR™/D-TOPO® (Invitrogen)

Paralelamente foi realizada a clonagem do fragmento de aproximadamente 1900 pb
no vetor pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen). As coldonias transformantes tiveram seus
plasmideos extraidos e a presenga do fragmento correspondente ao gene CrylA foi

confirmada por PCR, nas condicdes ja descritas (Figura 9).
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1900 pb

Figura 9: Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio, mostrando o resultado da reagdo de amplificagdo
com os oligonucleotideos especificos para Cryl/A4 de plasmideos extraidos de algumas col6nias transformantes
de pENTR-Cryl A (canaletas de 1 a 4). O sinal + indica a amplificagdo de um fragmento correspondente a um
gene CrylAc disponivel no laboratdrio; o sinal — corresponde ao controle negativo da reacdo (sem DNA). A
banda circulada foi a que apresentou o fragmento de 1900 pb. PM = Marcador de peso molecular, 1,0 Kb
Ladder.

O sequenciamento do clone pENTR-Cryl A foi realizado, entretanto, a sequéncia do
vetor plasmidial pENTR ndo foi confirmada, sendo a amostra descartada (dado nao

mostrado).

3.5. Analise das sequéncias obtidas por ferramentas de bioinformatica

As sequéncias de nucleotideos obtidas a partir do sequenciamento dos fragmentos de
aproximadamente 1900 pb presentes nos clones pGEM-Cry 04, pPGEM-Cry 06 ¢ pGEM-Cry
07 corresponderam a 887 nucleotideos da regido 5’ e a 835 nucleotideos da regido 3°. A
comparagdo entre as sequéncias obtidas dos trés clones de pGEM confirmou que eles se
tratavam de clones idénticos (Figuras 1 e 2 do Apéndice). Apos as corregdes, apenas a
sequéncia do clone pGEM-Cry-04 foi utilizada para as demais comparagdes.

Quando as sequéncias do clone pGEM-Cry-04 foram alinhadas (tanto em nivel de
nucleotideos como em nivel de aminoacidos) com outras sequéncias de genes e proteinas Cry
verificou-se que faltaram apenas cerca de 132 nucleotideos (ou 44 aminoacidos) para que o
fragmento clonado fosse totalmente sequenciado. Assim, o tamanho esperado do fragmento
clonado ¢ de 1854 nucleotideos (887 da regido 5°+ 835 da regido 3’ + 132 nucleotideos que
faltam).

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos (derivadas das sequéncias de

nucleotideos) do clone pGEM-Cry 04 foram analisadas no programa BLASTn e BLASTp do
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NCBI. As melhores homologias e similaridades foram obtidas com as sequéncias EU447666,
correspondente a um gene CrylAc, e AF510713 e AF384211, ambas correspondentes a genes
CrylAa. Estas sequéncias foram alinhadas com as sequéncias do clone pGEM-Cry-04,
juntamente com a sequéncia identificada pelo nimero AY225453, que corresponde a um
gene CrylAc, utilizada nos primeiros estudos de comparagdo de sequéncias de genes Cry
disponiveis no GenBank e por ter sido uma das sequéncias utilizadas para a confeccao dos
primers (Figuras 3, 4, 5 e 6 do Apéndice).

Uma identidade de 99% foi obtida entre os 887 nucleotideos da regido 5’ do clone
pGEM-Cry-04 com a sequéncias de Crylda do acesso AF510713 e CrylAc do acesso
EU447666. Quando comparadas em nivel de aminoécidos, os 295 aminoacidos derivados dos
887 nucleotideos também apresentaram altos niveis de identidade e similaridade (97% e 98%,
respectivamente, para ambas as sequéncias do GenBank).

Os 835 nucleotideos da regido 3’ também foram analisados e apresentaram 97% de
identidade com a regido correspondente das sequéncias de Crylda (AF510713 e AF384211)
e CrylAc (EU447666). As comparagdes em nivel de aminoacidos também apresentaram alta
identidade e similaridade (96% de identidade e similaridade) para as trés sequéncias.

Um nivel bem mais baixo de identidade e similaridade foi observado entre as
sequéncias do clone pGEM-Cry-04 e as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos do acesso
AY225453, especialmente na regido 3’ do fragmento isolado. As Tabelas 1 e 2 sumarizam os
dados obtidos com as comparagdes das sequéncias do clone pGEM-Cry-04 com as sequéncias

do GenBank, tanto em nivel de nucleotideos quanto de aminoacidos.
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Tabela 1: Comparagdes entre as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da regidao 5’ do
fragmento de 1854 pb obtido de Bt UNI498 (Cry 04 for) com sequéncias de genes CrylAda e
CrylAc e suas respectivas sequéncias de aminoacidos.

Cry 04 for EU447666 AF510713 AF384211 AY225453
(295) (296) (296) (296) (296)
ID SIM ID SIM ID SIM ID SIM ID SIM
) | o) | (o) | (%) | (%) | o) | ) | o) | o) | (%)
Cry 04 for
(887) 97 98 97 98 97 98 96 97
EU447666
(890) 99 100 100 100 100 98 98
AF510713
(890) 98 100 100 100 98 99
AF384211
(890) 99 100 100 98 99
AY225453
(890) 96 98 98 99

ID: grau de identidade. SIM: grau de similaridade. Os niimeros entre parénteses na primeira linha significam o
numero de aminoacidos analisados e o numero entre parénteses na primeira coluna sdo os nucleotideos

analisados.

Tabela 2: Comparagdes entre as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da regido 3’ do
fragmento de 1854 pb obtido de Bt UNI498 (Cry 04 rev) com sequéncias de genes CrylAa e
CrylAc e suas respectivas sequéncias de aminoacidos.

Cry 04 rev EU447666 AF510713 AF384211 AY225453
(278) (280) (280) (280) (282)
ID SIM ID SIM ID SIM ID SIM ID SIM
o) | o) | () | B) | () | B) | o) | o) | B) | (%)
Cry 04
rev (835) 96 96 96 96 96 96 49 60
EU447666
(842) 97 100 100 100 100 50 61
AF510713
(842) 97 100 100 100 50 61
AF384211
(842) 97 100 100 50 61
AY225453
(848) 58 59 59 59

ID: grau de identidade. SIM: grau de similaridade. Os niimeros entre parénteses na primeira linha significam o
nimero de aminoacidos analisados e o nimero entre parénteses na primeira coluna sdo os nucleotideos

analisados.

Apesar de faltarem 132 nucleotideos para o completo sequenciamento do fragmento

de 1854 pb isolado de Bf UNI498, as andlises das sequéncias parciais indicam que o gene

isolado dessa linhagem de Bt seja pertencente a subfamilia Cry/4a, e ndo a subfamilia

CrylAc, como se pensava inicialmente. Essa andlise também indica que se trata de um gene

novo, ainda ndo descrito na literatura.
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Embora o fragmento de 1854 pb ndo tenha sido totalmente sequenciado, a regido
obtida permitiu andlises mais detalhadas da sequéncia de aminodcidos derivada deste.
Quando analisada em nivel de proteina foi possivel contatar que os trés dominios importantes
para o funcionamento da toxina Cry estdo presentes no fragmento amplificado e que esse &,
provavelmente, suficiente para exercer os efeitos toxicos contra insetos suscetiveis. A Figura
10 mostra os trés dominios importantes nas proteinas CrylAa e CrylAc inteiras (disponivel
no GenBank) e os dominios identificados nas regides sequenciadas do fragmento de 1854 pb

isolado nesse trabalho.

Dominios conservados da toxina Cryl Aa completa, acesso POA369: 934 aminoécidos

1 125 250 375 s00 B25 750 &75 54
Query seq, il v e s s s el
Superfanilies ((Endotoxin_N superfanily ][ Endotoxin_M superfamily | EndetaxinG sweerfamil]

Dominios conservados da toxina Cryl Ac completa, acesso U447666: 1176 aminoacidos

1 128 250 ITE Son B25 TR0 Erd 1o00 1128 1178

Query seq,
Superfanilies [ Endotoxin N supertfanily [ Endotoxin W superfamily | Erdotexin  super)

Dominios representados no clone 04 FOR: 295 aminoacidos

100 150 200 250 295

1 50
Query seq. e s s s e ——

Superfanilies [ Endotoxin_N superfamily ] Endotoxinj super

Dominios representados no clone 04 REV: 278 aminoacidos

100 150 200 250 278

1 50
Query seq. il v e s s |

Superfanilies Endotoxin_M superfamily ) Endotoxin_C superfamily )

Figura 10: Representacdo esquematica dos trés dominios importantes das proteinas CrylAa e Cryl Ac para a
sua atividade inseticida e os respectivos dominios nas regides disponiveis do clone pPGEM-Cry-04.

A fim de confirmar a qual subfamilia de genes Cryl/A4 pertence a sequéncia
identificada no fragmento de 1854 pb clonado foi realizada uma anélise filogenética das
sequéncias de aminoacidos derivadas das sequéncias de nucleotideos obtidas, tanto da regido
5’ quanto da regido 3’ do clone pGEM-Cry-04 com as respectivas regides de sequéncias de
proteinas Cryl A. Foram selecionadas sequéncias de proteinas Cryl A de diversas subfamilias

e cuja identificagdo estava bem estabelecida no GenBank. A Figura 11 mostra as arvores


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=1XAW2JA601N&mode=all
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=1F970XNT015&mode=all
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=1F9T906H012&mode=all
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=1J362XMG014&mode=all
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obtidas através do método de Neighbor-joining. Uma arvore filogenética obtida através do

método de UPGMA ¢ apresentada na Figura 7 do Apéndice.

A B
AF510713-Cry1Aa AF384211-Cry1Aa
63 AF384211-Cry1Aa 90 EU447666-Cry1Ac
POA369-CRY1Aa - AF510713-Cry1Aa
82 ZP 04130277-CRY1Ae ' AAAB6265-CRY1Aa
EU447666-Cry1Ac —————————Cry04-Rev
o AAP40639-CRY1Aa 100 ZP 04130277-CRY1Ae
67 ADD14591-CRY1Aa POA369-CRY1Aa
N ' AAAB6265-CRY1Aa o ADD14591-CRY1Aa
Cry04-FOR AAP40639-CRY1Aa
AAQOB607-CRY1Ac [ AAW31761-CRY1Ab
— AY225453-Cry1Ac — ZP 04106093-CRY1Ae
ZP 04118188-CRY1Ae ABB72460-CRY1Ab
56 AAU87037-CRY1Ac _71: AANO07788-CRY1Ac
T AANO7788-CRY1Ac AAQOB607-CRY1Ac
ARVISABT=CRY:TAD w00 [ AAUB87037-CRY1Ac
- ZP 04106093-CRY 1Ae AY225453-Cry1Ac
ABB72460-CRY1AD * ZP 04118188-CRY1Ae
ABX11258-CRY1Ea

ABX11258-CRY1Ea

Figura 11: Arvores filogenéticas obtidas pelo método de Neighbor-joining usando em (A) a sequéncia de
aminoacidos correspondente a por¢do 5’ e em (B) a sequéncia de aminoéacidos correspondente a porg¢do 3’ do
fragmento isolado da linhagem B¢ UNI498 e diversas sequéncias de proteinas Cryl A disponiveis no GenBank.
O niimero de acesso e a subfamilia de cada proteina Cry estdo indicados.

Como pode ser observado, a regido 5°, por ser muito conservada entre todas as
subfamilias, ndo serve para identificar, com confianga, qual subfamilia pertence a sequéncia
do clone pGEM-Cry-04. Ja a regido 3°, por ser bem menos conservada, permitiu o
posicionamento da sequéncia do clone pGEM-04 mais préximo as sequéncias de proteinas
pertencentes a subfamilia Cryl Aa. Dessa forma, os dados obtidos nesse trabalho indicam que
o fragmento de 1854 pb isolado da linhagem B¢ UNI498 contém um gene pertencente a
subfamilia CrylAa das enterotoxinas Cry.

3.6. Clonagem e expressao do fragmento correspondente as regides amino terminal e

central da proteina Cry nos vetores de expressio pGEX® 4T3 e pET-23a(+)®

Com a falta de resultados positivos com o vetor pPENTR™/D-TOPO®, iniciou-se a
clonagem do fragmento do clone pGEM-Cry1 nos vetores de expressdo pGEX 4T3® e pET-
23a(+)®. As colonias transformantes tiveram seus plasmideos extraidos e a presenga do
fragmento correspondente ao gene CrylA4 foi confirmada por PCR, nas condi¢des ja descritas

(Figuras 12 e 13).



2 Kb
1,65 Kb

1 Kb

PM + 1 2

3 45 6 7 8 9

Figura 12: Gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio, mostrando o resultado da
reagao de amplificacao com 0s
oligonucleotideos especificos para CrylAc de
plasmideos extraidos de algumas coldnias
transformantes de pGEX-CrylA (canaletas 1-
9). O sinal + indica a amplificagdo de um
fragmento correspondente a um gene CrylAc
disponivel no laboratério; o sinal — corresponde
ao controle negativo da reacdo (sem DNA). As
bandas circuladas foram as que apresentaram o
fragmento de 1900 pb. Marcador de peso
molecular: Ladder 1,0 Kb.

31

PM + 1 2

Figura 13: Gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio, mostrando o resultado da reacdo de
amplificagdo com os oligonucleotideos especificos
para CrylAc de plasmideos extraidos de algumas
coldnias transformantes de pET-CrylA (canaletas 1 e
2). O sinal + indica a amplificagdo de um fragmento
correspondente a um gene CrylAc disponivel no
laboratorio; o sinal — corresponde ao controle negativo
da reacdo (sem DNA). A banda circulada foi a que
apresentou o fragmento de 1900 pb. Marcador de peso
molecular: Ladder 1,0 Kb.

Os clones recombinantes pGEX-CrylA e pET-CrylA tiveram sua expressao de

proteinas induzida, entretanto, como pode-se observar no gel da Figura 14, nenhum deles

expressou a proteina Cry recombinante. Apenas a banda correspondente a proteina GST do

vetor pGEX foi identificada, o que comprovou que o processo de inducdo foi bem realizado,

mas que esse clone ndo continha a proteina Cry-GST esperada. No caso do vetor pGEX, a

proteina recombinante Cry-GST teria um tamanho aproximado de 94 kDa e para o vetor pET,

a proteina Cry-His teria um tamanho aproximado de 69 kDa. Nenhuma banda com estes

tamanhos pode ser identificada como sendo uma banda resultante da inducdo do gene

clonado nos vetores em E. coli.

1900 pb
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50kDa—*

20kDa—>

Figura 14: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%, corado com Coomassie Blue G-250® (Sigma). Canaletas 1
— 9: 1: BL21(DE3) Ril ndo induzida, 2: pET-23a(+)® ndo induzida, 3: pGEX® 4T3® ndo induzida, 4 e 5:
BL21(DE3) Ril induzida, 6 ¢ 7: pGEX-Cryl A induzido, 8 e 9: pET-CrylA induzido. PM: marcador de peso
molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).
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4. Perspectivas

Como continuidade deste trabalho sera feita uma nova tentativa de clonagem do
fragmento de 1854 pb no vetor de expressao p-ENTR. O plasmideo recombinante sera, entao,
utilizado para um experimento de recombina¢do com um novo vetor pET16b disponivel no
laboratério, utilizando-se o sistema Gateway. A fim de garantir a correta tradugdo do
fragmento inserido neste novo vetor, outro oligonucleotideo reverso sera projetado, contendo
um cddon de terminagdo da tradugao (STOP codon) na sua regido terminal.

Sera realizada, também, a confeccdo de iniciadores internos, visando o
sequenciamento dos 132 nucleotideos que faltam para finalizar o sequenciamento completo
do fragmento de 1854 pb. Com isso acreditamos que a identidade do fragmento de Cry de B¢
UNI498 podera ser confirmada.

A expressdo da proteina CrylA, identificada neste trabalho, em E. coli permitird a
realizagdo de experimentos de bioensaio com larvas de 4. gemmatalis, para a verificagdo da

atividade inseticida da proteina Cryl A isolada.
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6. Apéndice

APENDICE 1 - Comparagdo das sequéncias de 887 nucleotideos dos clones 04, 06 ¢ 07 de
Cryl4 em pGEM T-Easy. Sequéncias com primer FOR. Asteriscos indicam nucleotideos

idénticos.
Cry04 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
Cry06 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
Cry07 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
P I I I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b
Cry04 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
Cry06 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
Cry07 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
P I I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b
Cry04 TCGCTATCGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
Cry06 TCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
Cry07 TCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
P I I b b D b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b
Cry04 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
Cry06 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
Cry07 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
P I I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i b b b b b
Cry04 GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA
Cry06 GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA
Cry07 GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA
P I I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g
Cry04 GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
Cry06 GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTCTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
Cry07 GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
P I I b b b b b b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b D b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g
Cry04 CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC
Cry06 CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC

Cry07 CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC



Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07

Cry04
Cry06
Cry07
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Ak khkhkhkhkhkhhkkhkhAhkhkhkhhkkhkhrhhkhkhhkhkr kA hkhkhrhkhkdhhkhkhrhkhkhkhkhkkhkrhkhkhhhkkhkhhkhkxxkxx

CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA
CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA
CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAGAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA

Ahkhkhkhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhhkkhkhrhkhkhkhhkkhkhrhkhkhkhkhkhdx ,hhkhkhhrhkhhhkhkhkrhkkhkhhkhkkhkrkhkxhkxx

TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA
TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA
TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA

Ak kA hkhkhkhhkkhkhA kA hhkkhkhkhhkhkhhkhkhrhhkhkhhkhkhd kA hkhkhkhkhkhkhhkhkhrhkkhkhkhkhkkhkhrhkhkxkkkx*x

AGGTGGGG-ATTTGGTGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTAT
AGGTGGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTAT
AGGTGGGG-ATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTAT

khkhkhkhkhhkk Khhkhkhk hhkhhkhhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhrhkkhkrhkhkhrhkhkhhkhkhkrhkkhkhrhkhkkhkrkhkhxxkxx

TGGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGG
TGGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGG
TGGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGG

Ak Ak hkhkhkhkhhkkhkhhkhkhhkkhkhhkhAhhkhA kA hhhrhhrhhrhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkrhkhkrhrkxkxx%

ACCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGT
ACCGGATTCTAGAGATTGGGTAAG-TATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGT
ACCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGT

khkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkh (hhkhhhkhhhhhhhhhkhkhkhhkhkhkhkhrkhkhkhrhkhrkhrhrkxkxx%

ATTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAGTATCCAATTCGAACAGTT
ATTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAGTATC--ATTCGAA-AGTT
ATTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAGTATCC-ATTCGAACAGTT

Ak Ak hkhkkhkhkhkkhkhkhkhhkhhhkkhhhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhk kA hAk Ak hkhkrkhkhrkxkx%k Kk khkkkkhkk KAk k*k

TCCCA-TTAACAAGAGAAATTTATACGACCCAGTATAGAAATTTGATGGTAGTTTTCGTG
TCCCA-TTACAGAGG---ATTTATACGACCCAGTATAGAAATTTGATGGTAGTTT-CGTG
TCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACGACCCAGTATAGAAATTTGATGGTAGTTT-CGTG

*kkhk kK kKK * % KAk Ak kA A hAkhkkhhkhkhkhkkhhhkkhhkhkkhhkhkkhhkhkkhhrkhkkhrhrkhkrkkhrxkx *kk%

AATGGC-TCAGAGA-TAGGACAGA-TATTAGGCAACCACATCTTAT
AATGGC-TCAGAGA-TAGAACAGAATATTA--——————————————
GATGGCCTCAGAGAATAGAACAGAATAT-AGGCACACATCTTATGG

*kkkhkkk khkkkkhkkhkk kkk Kkkhkkkk Kkkhkk K
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APENDICE 2 — Comparagio das sequéncias de 835 nucleotideos dos clones 04, 06 ¢ 07 de
Cryl4 em pGEM T-Easy. Sequéncias com primer REV. Asteriscos indicam nucleotideos

idénticos
Cry04Rev AATGCGGGAATGCAGCTCCACCCGCACTG-TCTCAT-AACTGGTTGGGATTTTAGA-CAT
Cry07Rev ~ ——mm——mm CAGCTCCACCTGTACTGGTCTCATTAACTGGTTGGGATTTTAGAACAT
Cry06Rev —GATTCAGAATGCAGCTCCACCCAGAACTGTCTCAT-AACTG-TTGGGATTTTAGA-CAT
* Kk k ok ok ok ok ok kK * * Kk ok ok Kk Kk * %k Kk kK K,k k ok ok ok ok kkkkkk * % %
Cry04Rev -ATCTCACTTTATATAAGAAGAATATACTGGTCAGGCCCAAATAATCAGGAACTGTTTGT
Cry07Rev TATCTCACCTTATATAGAAGAATTATACTTGTCAGGCC--GATAATCAG-AACTGTT-GT
Cry06Rev —ATCTCACATTATACAGAAGAATTATACTAGTCAGGCCCAAATAATCAG-TACTGTTTGT
* Kk Kk ok ok ok k * %k Kk Kk %k * * * * Kk Kk Kk kK Kk Kk ok Kk Kk k Kk * Kk ok ok ok ok kK * Kk Kk Kk kK * %
Cry04Rev CC-TGATGGAACGGAGTTTC--TTTGCCTCCCTAACGACCAACTTGCCTTCCACTATATA
Cry07Rev CG-TGATGGAACGGAGTTTTCTTTTGCCTCCCTAACGACCAACTTGCCCTCCACTATATA
Cry06Rev CCGTGATGAATCGGAGTTTTC-TTTGCCTCCCTAACGACTAACTTACA-TGCACTATATA
* * %k Kk kK * * Kk Kk ok ok ok kK Ak AR A Kk Kk kkhkkkhkxk * %k Kk k% * * Kk k kK kK kK
Cry04Rev TAGACAAA-GGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATAATAGTGTAC
Cry07Rev TAGACAAAAGGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATAATAGTGTAC
Cry06Rev TAGACAAAAGGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATAATAGTGTAC
P I b b b b D b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b
Cry04Rev CACCTCGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCCAAGCAGCTG
Cry07Rev CACG-CGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCCAAGCAGCTG
Cry06Rev —~ACGTCGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCCAAGCAGCTG
* * P I I b b b b b b b b b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g b ¢
Cry04Rev GAGCAGTTTACACCTTGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATCGCAGTGCTGAATTTA
Cry07Rev GAGCAGTTTACACCTTGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATCGCAGTGCTGAATTTA
Cry06Rev GAGCAGTTTACACCTTGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATCGCAGTGCTGAATTTA
P I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g
Cry04Rev ATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAAAATCTACTAATCTTG
Cry07Rev ATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAAAATCTACTAATCTTG
Cry06Rev ATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAAAATCTACTAATCTTG

R b b S b e S b S S I S b Sb b b S b b Sb b S SE b I S S S e S S S b S Sh b Sb b S Sb b b Sb b b Sb b S Sb b Y

Cry04Rev GCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAGATATTCTTCGAAGAA



Cry07Rev
Cry06Rev

Cry04Rev
Cry07Rev
Cry0O6REV

Cry04Rev
Cry07Rev
Cry06Rev

Cry04Rev
Cry07Rev
Cry06Rev

CryO4Rev
CryO07Rev
Cry06Rev

CryO4Rev
CryO07Rev
Cry06Rev

CryO4Rev
CryO07Rev
Cry06Rev

Cry04Rev
Cry07Rev
Cry06Rev
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GCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAGATATTCTTCGAAGAA
GCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAGATATTCTTCGAAGAA

KA AR KA A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A I A A A AR A AR A Ak A A kA A A A A A A A A Ak Kk k

CTTCACCTGGCCAGATTTCAACCTTAAGAGTAAATATCACTGCACCATTATCACAAAGAT
CTTCACCTGGCCAGATTTCAACCTTAAGAGTAAATATTACTGCACCATTATCACAAAGAT
CTTCACCTGGCCAGATTTCAACCTTAAGAGTAAATATTACTGCACCATTATCACAAAGAT

KAAKRKAA KA A KA IR A AR A AR A IR A AR A AR A A A AR AR, K kA kA dA kA A A A A ARk Ak Kk k

ATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTACAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACG
ATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTACAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACG
ATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTACAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACG

KA AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A I A A I A AR A A A AR A AR A A kA Ak A A A A A A ARk Ak Kk k

GAGGACCTATTAATCAGGGTAATTTTTCAGCAACTATGAGTAGTGGGAGTAATTTACAGT
GAAGACCTATTAATCAGGGTAATTTTTCAGCAACTATGAGTAGTGGGAGTAATTTACAGT
GAAGACCTATTAATCAGGGTAATTTTTCAGCAACTATGAGTAGTGGGAGTAATTTACAGT

KAk KA A KA AR A AR A AR A AR A I A A I A A A A A I A A I AR A A Ak A A kA kA A kA A A Ak Ak hk

CCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTACTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTG
CCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTACTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTG
CCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTACTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTG

KA AR A AR A AR AR A AR A IR A I A A I A AR A A I AR A AR A A Ak A A A A A A A A Ak Ak hk

TATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCAATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTG
TATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCAATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTG
TATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCAATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTG

R R e d I I S b S b dh b B S b i S b S dh b S S R S S b S S e S b S IR e S b I dh SR B b R S db b S S R S S S i b4

AATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTGAGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAAAAGG
AATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTGAGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAAAAGG
AATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTGAGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAAAAGG

KA A IA AR AR A AR A AR AR A A IR A I A A I A A I A A I AR AR A Ak A A kA A kA A A A A Ak A,k K

CGGTGAATGAGCTGTTTACTTCTACCAACCCAGCT
CGGTGAATGAGCTGTTTACTTCTACCAATCCAGCT
CGGTGAATGAGCTGTTTACTTCTTCCAACCCAGCT

Ak khkAkkhkhkkhAkkhkkhAkhkhkkhAhkhkkhAkhkhkkhkhhkk Kk kkk *Akkk%k
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APENDICE 3 - Comparagdo da sequéncia de 887 nucleotideos do clone pGEM-Cry-04 com
as sequéncias EU447666 (CrylAc), AF510713 (CrylAa), AF384211 (CrylAa) e AY225453

(CrylAc). Sequéncias com primer FOR. Asteriscos indicam nucleotideos idénticos. Numeros

acima das sequéncias se referem a sequéncia de AF510713.

1

EU447666 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
AF510713 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
AF384211 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
Cry04-FOR ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA
AY225453 ATGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGAA

hohkkkhkkkhkhkkhkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkxkKk*
EU447666 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
AF510713 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
AF384211 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
Cry04-FOR GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG
AY225453 GTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCCTTG

hohkkkhkkkhkkkhkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkhkkkhkkkhkkkkkhkkkhkkkkkkkkkkk&kkkxkKk*
EU447666 TCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
AF510713 TCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
AF384211 TCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
Cry04-FOR TCGCTATCGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA
AY225453 TCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGACTA

Kok ok ok ok ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ok ok k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko k ok ok k kK k ok ok ok ok ok ok ok ok
EU447666 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
AF510713 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
AF384211 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
Cry04-FOR GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT
AY225453 GTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACAAATT

hohkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhhhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkK**
EU447666 GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA
AF510713 GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA
AF384211 GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA
Cry04-FOR GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA

AY225453

GAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCTAGATTA

R R I b R S b e S b S S I S Sb b Sb b I S b b Sb b I SE b I S S S S S S b S Sb b S b b Sb b b Sb b b Sb b S Sb b4



EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR
AY225453

EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR
AY225453

EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR
AY225453

EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR
AY225453

EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR
AY225453

EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR
AY225453
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GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT
GAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGGAAGCAGAT

Ahkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhhkkhkhdhhkhkhhkhkhr kA hkhkhkhkhkdhhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhrhkhkhkhkhkkhkhhkhkxhkxx

CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC
CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC
CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC
CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC
CCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACATGAACAGTGCC

KA AR KA AR A AR A AR A AR A AR A IR A IR A A AR A A AR A A AR A Ak A Ak A A A A A A Ak Ak hk

CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTGGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA
CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA
CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA
CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA
CTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCTTTTATCAGTA

kA khkhkkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhhkkhkhrhkhhhkh dhkhkhhkhkhkrhkhkhrhkhkhrhkhkhhhkkhkrhkkhkhrhkhkkhkrhkxxkxx

TATGTACAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA
TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA
TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA
TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA
TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACAA

R A I S g 4 S db I dh b I S S i S b S dh b S b S S b S S e S b e S b e S b I dh b S b R S b S S S R S S S S i b4

AGGTGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTATT
AGGTGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTATT
AGGTGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTATT
AGGTGGGGATTTGGTGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTATT
AGGTGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTATT

KAk hAkhkhkAkhkhhAkhhk dhAhhkArhAA A A I A A I A A I AR Ak Ak bk Ak A kA kA A A A, XK

GGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGGA
GGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGGA
GGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGGA
GGCAACTATACAGATTATGCTGTGCGCTGGTACAATACGGGATTAGAGCGTGTATGGGGA
GGCAACTATACAGATTATGCTGTACGCTGGTACAATACGGGATTAGAACGTGTATGGGGA

KAk Ahkhkhkkhkhkhkkhkhkhhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhhkk, KA dAhkhhhkhhhkhkhkkhhkhkkhkhkhkhhkhkkhkdx *rkk rkkhkrkkx%
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EU447666 CCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGTA
AF510713 CCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGTA
AF384211 CCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGTA
Cry04-FOR CCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAGCTAACACTTACTGTA
AY225453 CCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAATTAACACTAACTGTA
hokkkhkkkhkhkkhkhkkkhkkhkkhkkkhkkkhkkkkkkkhkkkhkkkhkkkhkx  kkkkkkk H*kkkkx
EU447666 TTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAGGTATCCAATTCGAACAGTT
AF510713 TTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAGGTATCCAATTCGAACAGTT
AF384211 TTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAGGTATCCAATTCGAACAGTT
Cry04-FOR TTAGATATCGTTGCTCTATTCTCAAATTATGATAGTCGAAAGTATCCAATTCGAACAGTT
AY225453 TTAGATATCGTTGCTCTGTTCCCGAATTATGATAGTAGAAGATATCCAATTCGAACAGTT
hohkkkhkkkhkhkkhkhkkkhkkkh Khkk K *kkhkkkhkkkhhkkh *kk  hhkkhkkkkhkkkhkkkkhkhkxkk*
EU447666 TCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACGAACCCAGTATTAGAAAATTTTGATGGTAGTTTT
AF510713 TCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACGAACCCAGTATTAGAAAATTTTGATGGTAGTTTT
AF384211 TCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACGAACCCAGTATTAGAAAATTTTGATGGTAGTTTT
Cry04-FOR TCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACGAACCCAGTATTAGAAAATTTTGATGGTAGTTTT
AY225453 TCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACAAACCCAGTATTAGAAAATTTTGATGGTAGTTTT
Kok ok kok ok ok ok ok ok ok ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
890
EU447666 CGTGGAATGGCTCAGAGAATAGAACAGAATATTAGGCAACCACATCTTAT
AF510713 CGTGGAATGGCTCAGAGAATAGAACAGAATATTAGGCAACCACATCTTAT
AF384211 CGTGGAATGGCTCAGAGAATAGAACAGAATATTAGGCAACCACATCTTAT
Cry04-FOR CGTGAAATGGCTCAGAGA--TATACAGA-TATTAGGCAACCACATCTTAT
AY225453 CGAGGCTCGGCTCAGGGCATAGAAAGAAGTATTAGGAGTCCACATTTGAT

* Kk Kk *hkkKkAkkKk K * * Ak Kk Kk kKK *khkkkkk k kK

APENDICE 4 - Comparagio da sequéncia de 835 nucleotideos do clone pGEM-Cry-04 com
as sequéncias EU447666 (CrylAc), AF510713 (CrylAa), AF384211 (CrylAa) e AY225453
(CrylAc). Sequéncias com primer REV. Asteriscos indicam nucleotideos idénticos. Numeros

acima das sequéncias se referem a sequéncia de AF510713.

1018
Cry04Rev ATGCGGG-AATGCAGCTCCACCCGCACTTGTC--TCATTAACTGGTTTGGGG-ATTTTTA
AF510713 ATGCGGGGAATGCAGCTCCACCCGTACTTGTC--TCATTAACTGGTTTGGGG-ATTTTTA
EU447666 ATGCGGGGAATGCAGCTCCACCCGTACTTGTC--TCATTAACTGGTTTGGGG-ATTTTTA

AF384211

ATGCGGGGAATGCAGCTCCACCCGTACTTGTC--TCATTAACTGGTTTGGGG-ATTTTTA



AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

CryO4Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
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CCATGGGAAATGCAGCTCCACAACAACGTATTGTTGCTCAACTAGGTCAGGGCGTGTATA

*khkk Kk kkkhkkAkkhkhkkkhKk *k kK * * kkkk ok K * kK * ok k%

GA----CATATCTCACTTTATATAAGAAGAATATACTGG--TCAGGCCCAAATAATCAGG
GAACATTATCTTCACCTTTATATAGAAGAATTATACTTGGTTCAGGCCCAAATAATCAGG
GAACATTATCTTCACCTTTATATAGAAGAATTATACTTGGTTCAGGCCCAAATAATCAGG
GAACATTATCTTCACCTTTATATAGAAGAATTATACTTGGTTCAGGCCCAAATAATCAGG
GAACATTATCGTCCACTTTATATAGAAGACCT---TTTAATATAGGGATAAATAATCAAC

* K * K *kkkkkKk kK * * * * kK *kkkkkkkk

AACTGTTTGTCCTGGATGGAACGGAGTTTTCCTTTGCCTCCCTAACGACCAACTTGCCTT
AACTGTTTGTCCTTGATGGAACGGAGTTTTCTTTTGCCTCCCTAACGACCAACTTGCCTT
AACTGTTTGTCCTTGATGGAACGGAGTTTTCTTTTGCCTCCCTAACGACCAACTTGCCTT
AACTGTTTGTCCTTGATGGAACGGAGTTTTCTTTTGCCTCCCTAACGACCAACTTGCCTT
AACTATCTGTTCTTGACGGGACAGAATTTGCTTATGGAACCT---CCTCAAATTTGCCAT

*khkkhk k kkk kk kk kk kk kkx kkkx k* *x k% * % * * kkx ki kkk K

CCACTATATATAGACAAAGGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATA
CCACTATATATAGACAAAGGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATA
CCACTATATATAGACAAAGGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATA
CCACTATATATAGACAAAGGGGTACAGTCGATTCACTAGATGTAATACCGCCACAGGATA
CCGCTGTATACAGAAAAAGCGGAACGGTAGATTCGCTGGATGAAATACCGCCACAGAATA

*k kk kkhkkk kkk kkhkkk kk kk kk khkkKhkk kk kkhkKhk khkAkhkhkAkhkAkAkhk AKXk kkk

ATAGTGTACCACCTCGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCC
ATAGTGTACCACCTCGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCC
ATAGTGTACCACCTCGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCC
ATAGTGTACCACCTCGTGCGGGATTTAGCCATCGATTGAGTCATGTTACAATGCTGAGCC
ACAACGTGCCACCTAGGCAAGGATTTAGTCATCGATTAAGCCATGTTTCAATGTTTCGTT

* ok kk kkkkkk ok kokxkkkkkk Kkkkkkkk *k kkkkkk kkkkk K *
AAG----CAGCTGGAGCAGTTTACACCT--TGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATC
AAG----CAGCTGGAGCAGTTTACACCT--TGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATC
AAG----CAGCTGGAGCAGTTTACACCT--TGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATC
AAG----CAGCTGGAGCAGTTTACACCT--TGAGAGCTCCAACGTTTTCTTGGCAGCATC

CAGGCTTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATAATAAGAGCTCCTATGTTCTCTTGGATACATC

* K * K * Kk kkk k%K * * Ak kkhkkhkkk ok Akk KAk kKhk kK * Kk Kk Kk

GCAGTGCTGAATTTAATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAA
GCAGTGCTGAATTTAATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAA
GCAGTGCTGAATTTAATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAA



AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

CryO4Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
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GCAGTGCTGAATTTAATAATATAATTCCTTCATCACAAATTACACAAATACCTTTAACAA
GTAGTGCTGAATTTAATAATATAATTGCATCGGATAGTATTACTCAAATCCCTGCAGTGA

kX Ak kkhkAkkhkAkkhkhkAkhkhkAkrAk kA hAk Ak Ak A AKX kK kK *khkkkkk kkkkk kk*k * *

AATCTACTAATCTTGGCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAG
AATCTACTAATCTTGGCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAG
AATCTACTAATCTTGGCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAG
AATCTACTAATCTTGGCTCTGGAACTTCTGTCGTTAAAGGACCAGGATTTACAGGAGGAG
AG---GGAAACTTTCTTTTTAATGGTTCTGTAATTTCAGGACCAGGATTTACTGGTGGGG

* * % * % * % * k Kk Kk kK * % *khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkrkkhkk*x **x **k *

ATATTCTTCGAAGAACTTCACCTGGCCAGAT--TTCAACCTTAAGAGTAAATA-——-——-
ATATTCTTCGAAGAACTTCACCTGGCCAGAT--TTCAACCTTAAGAGTAAATA-——-——-
ATATTCTTCGAAGAACTTCACCTGGCCAGAT--TTCAACCTTAAGAGTAAATA-——-——-
ATATTCTTCGAAGAACTTCACCTGGCCAGAT--TTCAACCTTAAGAGTAAATA-——————
ACTTAGTTAGATTAAATAGTAGTGGAAATAACATTCAGAATAGAGGGTATATTGAAGTTC

* * * Kk kK * Kk Kk * kK * % * Kk Kk k * *k kkk k%K

—-——--TCACTGC--ACCATTATCACAAAGATATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTA
—-———TTACTGC--ACCATTATCACAAAGATATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTA
—-———-TTACTGC--ACCATTATCACAAAGATATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTA
—-——--TTACTGC--ACCATTATCACAAAGATATCGGGTAAGAATTCGCTACGCTTCTACTA
CAATTCACTTCCCATCGACATCTACCAGATATCGAGTTCGTGTACGGTATGCTTCTGTAA

* kk Kk Kk * % * kK *khkkkkk kKA kK * * kk kk kkAkkKkKk *

CAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACGGAGG--ACCTATTAATCAGGGTAATTTTTC
CAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACGGAAG--ACCTATTAATCAGGGTAATTTTTC
CAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACGGAAG--ACCTATTAATCAGGGTAATTTTTC
CAAATTTACAATTCCATACATCAATTGACGGAAG--ACCTATTAATCAGGGTAATTTTTC
CCCCGATTCACCTCAA--CGTTAATTGGGGTAATTCATCCATTTTTTCCAATACAGTACC

* * Kk k * kK * kK Kk kK%K * % * kK kK k * * % * *

AGCAACTATGA-GTAGTGGGAGTAATTTACAGTCCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTA
AGCAACTATGA-GTAGTGGGAGTAATTTACAGTCCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTA
AGCAACTATGA-GTAGTGGGAGTAATTTACAGTCCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTA
AGCAACTATGA-GTAGTGGGAGTAATTTACAGTCCGGAAGCTTTAGGACTGTAGGTTTTA
AGCTACAGCTACGTCATTAGA-TAATCTACAATCAAGTGATTTTGGTTATTTTGAAAGTG

* kK k%K * kK * *k kkkk Kkhkkk A%k * * kK K * Kk K *

CTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTGTATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCA
CTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTGTATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCA



EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453

Cry04Rev
AF510713
EU447666
AF384211
AY225453
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CTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTGTATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCA
CTACTCCGTTTAACTTTTCAAATGGATCAAGTGTATTTACGTTAAGTGCTCATGTCTTCA
CCAATGCTTTTACATCTTCA-————— TTAGGTA---ATATAGTAGGTGTTAGAAATTTTA

* kK kK k kk k%K *  kk k%K * ok k% * K *k kkk Kk * Kk K

ATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTGAATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTG
ATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTGAATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTG
ATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTGAATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTG
ATTCAGGCAATGAAGTTTATATAGATCGAATTGAATTTGTTCCGGCAGAAGTAACCTTTG
GTGGGACTGCAGGAGTGATAATAGACAGATTTGAATTTATTCCAGTTACTGCAACACTCG
* * Kok ok kokkkk  kk kkkkkkkk kkkk * * kkk Kk K
1860
AGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAA
AGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAA
AGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAA
AGGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCACAA
AGGCTGAATATAATCTGGAAAGAGCGCAG

*khkkhkk khkkkhkkk kk k khkkkhkkkk kK

APENDICE 5 - Comparagio da sequéncia de aminoacidos derivada da sequéncia de
nucleotideos do clone pGEM-Cry 04 For com as sequéncias EU447666 (CrylAc), AF510713
(CrylAa), AF384211 (CrylAa) e AY225453 (CrylAc). Asteriscos indicam aminoacidos

idénticos e dois pontos (:) indicam aminodcidos similares. Numeros acima das sequéncias se

referem a sequéncia de AF510713.

AY225453
EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR

AY225453
EU447666
AF510713
AF384211
Cry04-FOR

AY225453

1

MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGEVLGL
MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGEFVLGL
MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLSQFLLSEFVPGAGEVLGL

R R S b b S b S b S S e S b Sb b b S b I Sb b S Sb b b Sb S S b S b S S TR b S S b S Sb db I Sb db b Sb b S Sb 2b 3

VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD
VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQATISRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD
VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQATISRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD
VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD
VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD

R R I b R S b S b S S S b b Sb b I Sb b b Sb b I Sb b I S S S S S S b S b I Sb b b 2b b b Sb b b Sb b S Sb b Y

PTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVEGQ
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EU447666 PTNPALREEMRIQEFNDMNSALTTAIPLLAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVEGQ
AF510713 PTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVEGQ
AF384211 PTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVEGQ
Cry04-FOR PTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVEGQ

KKk ok ok kK Kk ok kK Kk ok kR Rk ok ok kK Rk ok ks Kk ok ok Kk ok ok kR kR kK ok k kK Rk ok kK R ok kK
AY225453 RWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTV
EU447666 RWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTV
AF510713 RWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTV
AF384211 RWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTV
Cry04-FOR RWGFGAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTV

KAk Kk Ak AR A AR A AR A AR A IR A A A A I A I A A A A A A Ak A A kA A kA A kA kA Ak Ak hk

296
AY225453 LDIVALFPNYDSRRYPIRTVSQLTREIYTNPVLENEFDGSFRGSAQGIERSIRSPHL
EU447666 LDIVALEFSNYDSRRYPIRTVSQLTREIYTNPVLENEFDGSFRGMAQRIEQNTIRQPHL
AF510713 LDIVALEFSNYDSRRYPIRTVSQLTREIYTNPVLENEFDGSFRGMAQRIEQNTIRQPHL
AF384211 LDIVALFSNYDSRRYPIRTVSQLTREIYTNPVLENEFDGSFRGMAQRIEQNIRQPHL
Cry04-FOR LDIVALFSNYDSRKYPIRTVSQLTREIYTNPVLENEFDGSFREMAQRYTD-TIRQPHL

Ak khkhkk Kk KkhkhkkhkokhkhkhhkhkhAhkhkhAhhkhAhkhkhAkrk Ak Ak r kA A Ak k% * K * Kk kkk

APENDICE 6 - Comparagio da sequéncia de aminoacidos derivada da sequéncia de
nucleotideos do clone pPGEM-Cry 04 Rev com as sequéncias EU447666 (CrylAc), AF510713
(CrylAa), AF384211 (CrylAa) e AY225453 (CrylAc). Asteriscos indicam aminodcidos
1dénticos e dois pontos (:) indicam aminoacidos similares. Numeros acima das sequéncias se

referem a sequéncia de AF510713.

340

EU447666 AGNAAPP-VLVSLTGLGIFRTLSSPLYRRIILGSGPNNQELFVLDGTEFSFASLTTNLPS
AF384211 AGNAAPP-VLVSLTGLGIFRTLSSPLYRRIILGSGPNNQELEFVLDGTEFSFASLTTNLPS
AF510713 AGNAAPP-VLVSLTGLGIFRTLSSPLYRRIILGSGPNNQELEFVLDGTEFSFASLTTNLPS
cry04 CGNAAPP-ALVSLTGLGIFRHIS--LYIRRIYWSGPNNQELEFVLDGTEFSFASLTTNLPS
AY225453 MGNAAPQORIVAQLGOQGVYRTLSSTLYRRPEN-IGINNQQLSVLDGTEFAYG-TSSNLPS

* ok kK sk ok keak ek Kk K . K KKK ok KKKKKKK s < kokokok
EU447666 TIYRQRGTVDSLDVIPPQDNSVPPRAGFSHRLSHVTMLSQAAG--AVYTLRAPTFSWQHR
AF384211 TIYRORGTVDSLDVIPPQODNSVPPRAGEFSHRLSHVTMLSQAAG--AVYTLRAPTEFSWQHR
AF510713 TIYRORGTVDSLDVIPPQODNSVPPRAGEFSHRLSHVTMLSQAAG--AVYTLRAPTEFSWQHR
cry04 TIYRORGTVDSLDVIPPQODNSVPPRAGEFSHRLSHVTMLSQAAG--AVYTLRAPTEFSWQHR
AY225453 AVYRKSGTVDSLDEIPPONNNVPPRQGFSHRLSHVSMFRSGEFSNSSVSIIRAPMESWIHR

e ekk e Khkkhkhkhkkhkkhk hhkhkk ok Khhkhkk khAhkkhkkhkkhkhkkk ok .k «kkKk KAk k kK
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AF384211
AF510713
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EU447666
AF384211
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SAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLGSGTSVVKGPGEFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAP
SAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLGSGTSVVKGPGFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAP
SAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLGSGTSVVKGPGEFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAP
SAEFNNITIPSSQITQIPLTKSTNLGSGTSVVKGPGEFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAP
SAEFNNITASDSITQIPAVKGNEFLEFNG-SVISGPGFTGGDLVRLNSSGNNIQNRGYIEVP

KAKKKKKK K KKKKK ok k k ckoks ckokkokkkkke ok Kk k. * k%
L-———- SOQRYRVRIRYASTTNLQFHTSIDGRPINQGNEFSATMSSGSNLOSGSFRTVGETT
L-———- SQRYRVRIRYASTTNLQFHTSIDGRPINQGNEFSATMSSGSNLOSGSFRTVGETT
L-———- SQRYRVRIRYASTTNLQFHTSIDGRPINQGNEFSATMSSGSNLOSGSFRTVGETT
L-———- SORYRVRIRYASTTNLQFHTSIDGGPINQGNEFSATMSSGSNLOSGSFRTVGETT

IHFPSTSTRYRVRVRYASVTPIHLNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLOSSDFGYFESAN

* Ak kkhkkekkhkkk kA e oo e * * ke Kk * Kk Kk k *

620
PEFNEFSNGSSVEFTLSAHVENSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQ
PEFNFSNGSSVFTLSAHVENSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQ
PEFNFSNGSSVFTLSAHVENSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQ
PEFNFSNGSSVFTLSAHVENSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQ
AFTSSLGN---IVGVRNEFSGTAGVIIDRFEFIPVTATLEAEYNLERAQ

* * ok . . K * Ak ke kk ook * e kkkk o kkkkk

APENDICE 7 - Arvores filogenéticas obtidas pelo método UPGMA usando em (A) a

sequéncia de aminoacidos correspondente a porcao 5’ e em (B) a sequéncia de aminoacidos

correspondente a por¢do 3° do fragmento isolado da linhagem Bt UNI498 e diversas

sequéncias de proteinas Cryl A disponiveis no GenBank. O nimero de acesso e a subfamilia

de cada proteina Cry estdo indicados.

A B
AF510713-Cry1Aa — AAA86265-CRY1Aa
65 ZP04130277-CRY1Ae ADD14591-CRY1Aa
POA369-CRY1Aa EU447666-Cry1Ac
AF384211-Cry1Aa 95 AF384211-Cry1Aa
94 |—————————————— EU447666-Cry1Ac AF510713-Cry1Aa
AAP40639-CRY1Aa 97 POA369-CRY1Aa
AAAB6265-CRY1Aa 100 ZP 04130277-CRY1Ae
ADD14591-CRY1Aa AAP40639-CRY1Aa
Cry04-FOR 100 Cry04-REV
o ZP 04106093-CRY1Ae | [T AAWaITeICRYIAD
ABB72460-CRY1Ab 100 \—: ZP 04106093-CRY1Ae
———— AAW31761-CRY1Ab 91 ABB72460-CRY1Ab
69 AAQOB607-CRY1Ac oo AAND7788-CRY1Ac
- AY225453-Cry1Ac AAQ06607-CRY1Ac

AAN07788-CRY1Ac
ZP 04118188-CRY1Ae
AAUB7037-CRY1Ac

100 ZP 04118188-CRY1Ae
AY225453-Cry1Ac
AAU87037-CRY1Ac

ABX11258-CRY1Ea

ABX11258-CRY1Ea
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