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Resumo

O algodéo é uma das mais importantes culturas em nivel mundial, e hospedeiro de um
grande numero de pragas, como Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis. Uma
alternativa para o controle desses insetos € a construcdo de cultivares de algodao
transgénicos, contendo gene(s) de resisténcia a esses insetos. Bacillus thuringiensis é
uma bactéria que produz toxinas entomopatogénicas que sdo amplamente usadas como
agentes de controle biolégico e como fonte de genes para construgdo de plantas
transgénicas resistentes a insetos. O objetivo deste trabalho foi o isolamento e a
caracterizagao de um gene da estirpe S1451 de B. thuringiensis toxica a esses insetos. O
gene crylla da estirpe S1451 foi amplificado por PCR usando oligonucleotideos
especificos, sequenciado, clonado no vetor de transferéncia pSynXIVX3+ e usado para
construcdo de um baculovirus recombinante. A proteina Cry1la foi expressa em células
de inseto infectadas com o virus recombinante, produzindo grandes inclusdes protéicas
no citoplasma celular. Bioensaios usando a proteina recombinante mostraram alta
toxicidade a larvas de S. frugiperda e A. grandis. Modelagem molecular usando a
sequéncia da proteina traduzida a partir da sequéncia génica obtida mostrou que essa
proteina possivelmente possui uma estrutura semelhante a proteina Cry3A. Estudos
histopatoldgicos em células do intestino médio de A. grandis mostraram o efeito citotoxico
dessa proteina nas mesmas. Dessa forma, acreditamos que este gene podera vir a ser
usado para a construgcdo de plantas transgénicas com resisténcia a essas importantes

pragas do algodéo.



Abstract

Cotton is one of the most important crop in the world and host to a large number of pests
like Spodoptera frugiperda and Anthonomus grandis. One option to control these insects is
a transgenic cotton containing insecticidal genes. Bacillus thuringiensis is a bacterium that
produces entomopathogenic toxins used in biological control and as source of genes to
transform plants. The aim of this work was the isolation and the characterization of a gene
from B. thuringiensis strain S1451 toxic to these insects. The gene crylla was amplified by
PCR, sequenced and cloned in the shuttle vector pSynXIVX3+ and used for a construction
of a recombinant virus. The protein Cry1la was expressed in insect cells producing a large
protein inclusion inside the cytoplasm of insect cells. Bioassays using purified recombinant
toxins showed a high toxicity to S. frugiperda and A. grandis larvae. Molecular modeling
using this protein showed similarity to the protein Cry3A. Histopathology studies
demonstrated cytotoxic effects of this protein in the midgut of boll weevil larvae. This gene

could be used for the synthesis of insect resistant cotton.



Introducao

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram positiva, caracterizada pela
producdo de cristais protéicos, com atividade inseticida durante a esporulacdo. Esses
cristais sdo compostos por proteinas que exibem alta atividade especifica contra larvas de
insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera,
Orthoptera e algumas espécies das ordens Nematoda, Protozoa e Acari (FEILTEISON,
1994). Essas proteinas sdo conhecidas como d-endotoxinas devido a sua localizagédo
intracelular e como proteinas Cry por sua natureza cristalina (KOSTICHKA et al., 1996).
As toxinas Cry apresentam um espectro de agao normalmente restrito a uma ordem de
insetos. Atualmente, mais de 300 genes cry ja foram seqlenciados e as proteinas Cry
estdo classificadas em 49 grupos organizados em diferentes subgrupos, além de dois
grupos de toxinas Cyt, em fungdo do grau de similaridade e identidade de seus
aminoacidos. A atualizacdo constante desses dados pode ser visualizada via Internet.
(CRICKMORE et al., 2005).

Tailor et al. (1992) descreveram uma nova classe de genes cry codificadores de
proteinas denominados crylla, que possui 62% de homologia com o gene crylBa e
codifica uma protoxina de 81kDa, que quando ativada proteoliticamente é clivada em uma
toxina de aproximadamente 65 kDa (GLEAVE et al., 1993), com atividade inseticida para
Ostrinia nubilalis (Lepidoptera) e para Leptinotarsa decimlineata (Coleoptera) (TAILOR et
al.,1992; TOUNSI et al., 2003).

O bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis) € um inseto enddéfago, considerado
uma das pragas mais importantes da cotonicultura pelos danos que causa e pela
dificuldade do seu controle (MONNERAT et al., 2002). O prejuizo, caso néo se controle o
namero de insetos, pode ser de 75% da produgao total de fibras (AGRIDATA, 2002).
Spodoptera frugiperda € uma espécie polifaga que ataca diversas -culturas
economicamente importantes em varios paises. No Brasil, este inseto pode atacar as
seguintes culturas: milho, sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijdo, amendoim, tomate, algodéo,
batata, repolho, espinafre, abdbora e couve (CRUZ et al., 1999; MONTESBRAVO, 2001).

O mecanismo de resisténcia de plantas a fitéfagos tem sido amplamente estudado
para varios microorganismos e insetos. O uso de microorganismos, tais como o B.
thuringiensis, que é um candidato natural como fonte de genes de resisténcia a insetos, é
uma alternativa para o controle do bicudo, reduzindo o uso excessivo de agrotoxicos que
causam polui¢ao e contaminagao do meio ambiente.

Neste trabalho, foi descrita a clonagem, o sequenciamento e a atividade inseticida

do produto do gene crylla para o bicudo do algodoeiro (A. grandis) e para lagarta do



cartucho-do-milho (S. frugiperda) que apresentou resultados interessantes, indicando que
este é um gene promissor para a construgdo de novas cultivares de plantas, resistentes a

estes insetos.

Material e Métodos

1 — Virus e Células: O baculovirus selvagem Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e os virus recombinantes vSyngalVIl- (WANG et al.,
1991; O'REILLY et al., 1992), vSynBtCry1la (produzido neste trabalho) foram propagados
em células de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4) em cultura (GRANADOS et al., 1994). As
células foram mantidas em meio TC-100 (GIBCO-BRL) suplementado com 10% de soro
fetal bovino a 27 °C.

Células de Escherichia coli DH5-a (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras

para os plasmideos usados no trabalho.

2 — Manipulacdo do DNA: As técnicas de clonagem molecular usadas foram as descritas
por (SAMBROOK et al.,, 2001). Todos os oligonucleotideos usados no trabalho foram
sintetizados pela Invitrogen.

O gene cryll, derivado da estirpe de Bacillus thuringiensis S1451, pertencente ao
Banco de Bacillus spp. Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia foi, primeiramente, amplificado por PCR, usando os oligonucleotideos
Cry1laF e Cry1laR (Tabela 1), que foram desenhados a partir da sequéncia do gene crylla
(numero de acesso no Genbank = X62821) (TAILOR et al., 1992). Foram adicionados,
nas sequéncias dos oligonucleotideos, sitios para a enzima Bam HI. O programa de PCR
utilizado para a amplificagédo foi: 94°C/5 min, 3 ciclos de 95°C/1 min, 49°C/1 min e 30 s,
72°C/1 min e 30 s e 27 ciclos de 95°C/1 min, 52°C/1 min e 30 s, 72°C/1 min e 30 s uma
extensao final de 72°C/7 min. O fragmento amplificado foi, inicialmente, clonado no vetor
pGEM-T easy (Promega) e amplificado em E.coli (Invitrogen) de acordo com Sambrook et
al. (2001). Os clones positivos foram confirmados por analise de PCR, usando-se
oligonucleotideos cryllaF e cryllaR e o programa descrito acima. O clone positivo
pGEMCry1la foi seqlienciado pelo laboratério de Biologia Molecular da Universidade de
Brasilia - UnB, em sequenciador MEGA BACE 1000 da Amersham Bioscience. O
sequenciamento foi realizado nas duas fitas de DNA utilizando os oligonucleotideos
descritos na tabela 1 e figura 2. Depois de confirmadas, as sequéncias foram alinhadas e
submetidas a analise por BLAST. (NATIONAL..., 2005).



Tabela 1 — Lista dos oligonucleotideos usados no trabalho.

Oligonucleotideo Sequiéncia

Utilidade

Cry1laF 5'GTATAAGTGGAGGGATCCATATG3 PCR/Sequenciamento
Cry1laR 5'GGATCCCTACATGTTACGCTT3’ PCR/Sequenciamento
Cry1la F1 5 TTTTGGAAAAGAGTGGGG & Sequenciamento
Cry1la F2 5 ACTGAATCATTGGCAGGG & Sequenciamento
Cry1la F3 5 ACCTTTAGAACTGTAGGC 3 Sequenciamento/RT-
PCR
Cry1la R1 5 CTTTGTACATCTAAAAAGC 3 Sequenciamento
Cry1lla R2 5 TGAAGACAGATTGAAAGC 3 Sequenciamento
Cry1la R3 5 GGTGCATTATTATTATACC & Sequenciamento
Crylla R4 5 GCATAAGTTGATATTTTTTG & Sequenciamento
Universal 5GTAAAACGACGGCCAGTY Sequenciamento
Reverso 5GGAAACAGCTATGACCATG3’ Sequenciamento
T1 5CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT3 Sintese de cDNA
T2 5-CCTGCAGGATCCTTAGGTT-3 Sintese de cDNA/ RT-

PCR

Os clones positivos foram digeridos (digestdo parcial) com enzima de restricdo Eco
RI, seguindo as instrugdes do fabricante (Amersham). O resultado da digestao (fragmento
de aproximadamente 2,1 kb) foi separado por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A
banda referente ao gene cryll foi eluida do gel, utilizando-se o kit Sephaglas™Bandprep

Kit (Pharmacia) seguindo as recomendacdes do fabricante.

3- Construcdo, purificacao e andlise do baculovirus recombinante.

O fragmento de 2,1 kb purificado foi clonado no vetor pSynXIVX3+ (WANG et al., 1991),
previamente digerido com a enzima de restricdo Eco RI, formando, assim, o plasmideo
recombinante pSynBtCry1la, que foi utilizado para a construgdo do baculovirus
recombinante (Figuras 1 e 3). Um ug de DNA do plasmideo recombinante (pSynBtCry1la)
e 0.5 ug do DNA do virus vSyngalVI-, previamente linearizado com a enzima de restricdo

Bsu 36l, foram co-transfectadas em monocamadas de células BTI-Tn5B1-4 (1x10°



células) em placas de 60 mm, usando lipossomos (Cellfectin®, Invitrogen). As placas
foram incubadas por uma semana a 27 °C, até a visualizagdo dos corpos de ocluséo,
quando o sobrenadante foi coletado e usado para purificagdo do virus recombinante por
diluicdo seriada em placa de 96 pogos (O'REILLY et al., 1992). O genoma do virus
vSyngalVI- possui um unico sitio para a enzima Bsu 36, situado dentro do gene da -
galactosidase, a linearizagdo do virus o torna ndo infectivo, facilitando a purificacédo do
virus recombinante. O plasmideo recombinante pSynBtCry1la possui além do gene
crylla, o gene da poliedrina, que também produz oclusdes cristalinas, facilitando a
purificagdo viral. Trés ciclos de purificacdo em placa de 96 pocos foram necessarios para
a purificagao do virus recombinante e a sua identificacdo se deu pela presenca de corpos
de oclusdo no nucleo das células infectadas. O virus recombinante (denominado de
vSynBtCry1la) foi amplificado em células BTI-Tn5B1-4, purificado e seu DNA extraido e
analisado por PCR, para confirmagédo da inser¢dao do gene crylla, como descrito em
O'Reilly et al. (1992).

4 — Analise transcricional do gene crylla expresso em células de inseto: Setenta e
duas horas pés-infeccéo (h.p.i.), o RNA viral foi purificado a partir de 1,5 mL de células
BTl -Tn5B1-4 (1x10% placa de 60 mm), infectadas com 10 pfu (unidade formadora de
placa)/célula do virus recombinante vSynBtCry1la, usando-se o reagente Trizol® e
seguido as instrugdes do fabricante. (Invitrogen). O c-DNA foi sintetizado usando o
oligonucleotideo T1 (tabela 1) (RODRIGUES et al., 2001), e o Kit M-MLV-RT, seguindo as
instrugdes do fabricante (Invitrogen). A partir do cDNA obtido, foi feita uma reacéo de PCR
para amplificar o cDNA correspondente com o RNA mensageiro do gene. Para isto, foi
utilizado um oligonucleotideo especifico para o gene crylla, o Cry1laF3 (tabela 1) e 0 T2,
que € complementar ao T1 (RODRIGUES et al., 2001). Para a reagdo de PCR foram
utilizados 5 pL do tampao 10 X da enzima Tag DNA polimerase (Pharmacia), 2 uL da
mistura dos quatro dNTPs (10 mM cada), 2 uL de cada um dos oligonucleotideos (a 10
uM), 2 uL do cDNA respectivo, uma unidade da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen)
e agua “Milli-Q” para um volume final de 50 puL. O programa da PCR utilizado para a
amplificacao foi: 94°C/5 min, 30 ciclos de 95°C/1min, 54°C/1min e 30 s, 72°C/1min e 30 s
uma extensao final de 72°C/7 min. Os produtos das reacdes de PCR foram analisados em
géis de agarose a 1,5%.

Para confirmagdo da especificidade do fragmento obtido, o mesmo foi eluido do

gel, utilizando-se o kit Sephaglas™Bandprep Kit (Pharmacia), seguindo as



recomendacgdes do fabricante, digerido com enzima de restricdo Eco Rl (Amersham) e

analisado por eletroforese em gel de agarose a 1,0%.

5 — Producéo de anti-soro policlonal contra Cryll: O soro imune foi preparado
utilizando uma cobaia (coelho macho) de 3 meses de vida, ao qual foi inoculada sub-
cutdneamente com 300 pL de solugdo contendo a proteina Cry1la (65 kDa) como
antigeno. A solugcdo contendo a proteina Cry1la foi obtida a partir de uma banda
correspondente a proteina em um gel de SDS-PAGE 12%. Apos a eletroforese, a banda
foi retirada do gel e homogeneizada em 200 uL de tampao PBS 1X com auxilio de um
homogenizador (Homogenizer Glas-Col). Primeiramente, coletou-se uma aliquota de soro
pré-imune para testes posteriores. Foram feitas trés imunizagdes com intervalos de 15
dias segundo protocolo descrito por Harlow e Lane (1988) e em todas as imunizagdes
utilizou-se 200 uL da proteina homogeneizada em PBS 1X. Decorridos 40 dias da
primeira imunizacdo, foram coletados cerca de 10 mL de sangue arterial por meio de
puncéao cardiaca, o soro foi obtido por centrifugagdo do material a 5.000 x g por 20 min e
estocado em aliquotas com 50% de glicerol a -20 °C. (HARLOW; LANE, 1988;
SAMBROCOK et al., 2001).

6 — Andlise da expresséo da proteina Crylla: Células BTI-Tn5B1-4 (10° células) foram
infectadas separadamente com os virus vSyngalVIl-, AcCMNPV, vAcBtm e vSynBtCry1la
(10 pfu/célula), e a 72 h.p.i., transferidas para tubo de microcentrifuga e centrifugadas a
5000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento de células foram
adicionados 100 uL de tampao de amostra de proteina com 50% de B-mercaptoetanol® e
incubadas a 95 °C por 5 min. Em seguida, as amostras foram analisadas por eletroforese
em dois géis desnaturantes de poliacrilamida SDS-PAGE a 12%, conforme Laemmli
(1970). Um dos géis foi corado e fixado em solugdo de 40% de metanol e 10% de acido
acético e Comassie blue 0,1%, por cerca de 16 h, sob leve agitacdo e descorado em
solugéo de 40% de metanol e 10% de acido acético por 2 h, sob leve agitagdo. O outro foi
utilizado para transferéncia das proteinas para uma membrana de PVDF (Millipore), para
o experimento de imuno-detecgao (“Western-blot”), de acordo com Harlow e Lane (1988).
As proteinas foram transferidas para membrana de PVDF, usando-se o aparato de
transferéncia da Bio-Rad (Trans-Blot® SD — Semi Dry Transfer Cell), de acordo com o
protocolo do fabricante. A membrana foi bloqueada com 3% de albumina e PBS 1X por 16
h, sendo em seguida processada e revelada usando o Kit Western Breeze® Chromogenic

Imunodetection Protocol (Invitrogen), conforme protocolo fornecido pelo fabricante. Foram



analisados, também, extratos de larvas de S. frugiperda (120 h p.i.) infectadas com o virus

vSynBtCry1la e nao infectadas.

7 — Bioensaio com a proteina recombinante: Larvas de terceiro instar de S. frugiperda
(1.500) foram infectadas através de aplicacdo de injecéo subcutanea contendo cerca de
10 pL do virus recombinante vSynBtCry1la (10 pfu/mL). Apds cinco dias, as larvas foram
homogeneizadas em 1 mL de agua para cada 10 larvas. O homogeneizado foi filtrado em
|& de vidro e a suspensao foi centrifugada a 10.000 x g por 30 min. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em uma solugdo de 100 mM de EDTA,
40mM de EGTA e 1,0 mM de PMSF. A dosagem de proteina foi feita com o reagente
Bradford da Bio Rad (BRADFORD, 1976). Como havia tanto cristais da proteina Cry1la
como poliedros (oclusdo protéica contendo virus caracteristica dos baculovirus) na
suspensao, um gel de poliacrilamida foi montado contendo 15 [IL da suspenséo e
analisado por eletroforese. Apds a eletroforese, o gel foi corado como descrito acima e a
banda protéica referente a proteina Cry1la foi quantificada proporcionalmente em relagao
as proteinas da solugdo usando o aparelho Scanner (Genius Colorpage-vivid 4) e o
programa Image Phoretix 2D (Pharmacia).

O bioensaio contra larvas neonatas de A. grandis foi realizado incorporando-se a
proteina recombinante a 10 mL de dieta artificial como descrito por Martins et al. (2001) e,
em seguida, a dieta foi vertida em placa de Petri (15 mm x 20 mm). Apds solidificacdo da
dieta, foram feitos 25 furos. Em cada furo foi colocada uma larva neonata. Foram testadas
cinco doses (100 ug/mL, 50 pg/mL, 20 ug/mL, 10 ug/mL e 05 ug/mL) e mais um controle.
O bioensaio foi mantido em camara de incubagdo com fotofase de 14/10h e a uma
temperatura de 27°C. Uma semana apos, fez-se a leitura do bioensaio e se determinou a
CLso, através de anadlise de Probits (FINNEY, 1971). Para comparagdo dos resultados
obtidos, foram feitos ensaios com a linhagem S1122 de B. thuringiensis tenebrionis (Btt),
que € a linhagem padrao toxica para insetos da ordem Coleoptera. Para o ensaio com a
essa linhagem, foi utilizada a cultura total, jd que a proteina Cry1la ndo cristaliza e
provavelmente se perderia durante a purificagdo dos cristais. A preparagao da estirpe
S1122 foi feita segundo Praca et al. (2003). Depois do processamento da amostra,
realizou-se a dosagem de proteina total com o reagente Bradford da Bio Rad
(BRADFORD, 1976).

O bioensaio contra larvas de S. frugiperda foram feitos de acordo com protocolo

descrito por Praca et al. (2003). Para tal, foram preparadas dez doses seriadas (10" a 10"

19 sendo que a primeira dose possuia uma concentragdo de 20 ug de proteina/mL da



proteina recombinante e da estirpe S1450 (Btk), que é a estirpe padrao para insetos da
ordem Lepdoptera. Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits
(Finney, 1971) e a concentragédo letal (ClLso) foi determinada. A estirpe S1450 foi

processada da mesma forma que a S1122.

8 — Analise estrutural de provaveis cristais da proteina recombinante Crylla: Cristais
oriundos do extrato de S. frugiperda infectadas com o virus recombinante vSynBtCry1l
Foram fotografados em um microscépio Leika MPS 60, com contraste de fases. Para
microcopia eletrénica de varredura, 100 uL do homogeneizado de extrato de lagartas de
S. frugiperda infectadas com o virus vSynBtCry1l, foi centrifugado a 10.000 x g, o
sobrenadante descartado e o sedimento depositado sobre suportes metalicos. As
amostras foram secas ao ar e cobertas com ouro por 180 s, utilizando-se metalizador
EMITECH modelo K550 e observadas em microscopio eletrénico de varredura Zeiss
modelo DSM 962.

9 — Anaélise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculadas com a proteina
recombinante Crylla: Quinze larvas de quarto instar de A. grandis foram alimentadas
com dieta artificial contendo 115 ug de proteina recombinante Cry1la por mL de dieta. As
larvas foram coletadas com 24, 48 e 72 horas apos ingestdo da dieta e os intestinos
removidos, fixados e processados para microscopia eletronica de transmissao segundo
protocolo descrito por Bozzola e Russel, (1992). Foram feitos cortes de 80 nm em
ultramicrétomo automatico Leika ultracut UCT e montados em tela de niquel de 200 mesh.
As amostras foram visualizadas em microscopio eletrénico de transmissao Jeol 1011 e as

imagens foram obtidas através do programa GATAN Bio Scan camera, model 792.

10 — Modelagem da proteina Crylla: A sequéncia do gene crylla foi submetida a uma
tradugcédo e, posteriormente, foi avaliada para modelagem através de homologia, com
auxilio de ferramentas de bioinformatica. (CBS, 2005). Foram obtidas quatro possiveis
estruturas de proteinas, para que servissem de base a modelagem. A proteina Cry3A
coédigo PDB 1DLC foi escolhida por se tratar do modelo mais realistico (EUROPEAN...,
2005). Com base nesta estrutura, o modelo teorico para a proteina Cry1la foi construido.
Além disso, foi feito o Plot de Ramachandran, para checagem do modelo proposto

(http://www.raven.bioc.cam.ac.uk/rampage2.php).


http://www.ebi.ac.uk/thorntonsrv/databases/cgibin/pdbsum/GetPage.pl?template=main.html&o=PROCHECK&c=999&pdbcode=%201dlc

Resultados

1 — Clonagem e sequenciamento do gene crylla: Oligonucleotideos espeficos (tabela
1) foram usados para a amplificagdo do gene crylla (dados ndo mostrados) em uma
reacao de PCR a partir do DNA da estirpe de Bacillus thuringiensis S1451. O fragmento
amplificado de 2,1 pKb foi, entdo clonado no vetor pPGEM-T easy, originando o plasmideo
pGEMBtcry1la. (dados ndo mostrados) e sequenciado. A analise do sequenciamento
revelou que este gene possui uma ORF de 2.196 pb que potencialmente codifica para
uma proteina de 731 aminoacidos (fig. 1) possuindo 99% de identidade com a sequéncia
do gene crylla descrita por Tailor et al. (1992) (Genbank acesso .X62821). Apenas cinco
nucleotideos diferentes foram encontrados ao longo de sua sequéncia. Trés das cinco
diferengas de nucleotideos resultaram na mudancga de trés aminoacidos (K514N, N578S e
F602S) na sequéncia da proteina (Fig. 2), sendo que, as outras duas mutacdes nao

implicaram em mudanga do aminoacido.
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Figura 1 — Esquema mostrando o locus do gene da poliedrina nos plasmideos

pSynXIVX3+, pSynBtCry1lla e virus vSyngalVl e vSynBtCrylla. O plasmideo
pSynXIV+X3 foi usado para clonagem do gene crylla no sitio de Eco Rl formando o
plasmideo pSynBtCry1la que foi co-transfectado em células de inseto, juntamente com o
DNA do virus vSyngalVI- para constru¢ao do virus recombinante vSynBtCry1la. Os genes
Pol (poliedrina), lac-Z (b-galactosidase)e crylla estdo indicados na figura. Além disso, os
promotores PXIV, Ppol e PSyn, que controlam a expressao desses genes também estéo

indicados na figura.
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EcoRl BamH1 M K L KNQDIKHQSF S SN AKWVDI K 1T S TDS L KN
-36 gaattcactagtgattgtataagtggagggatccatatgaaactaaagaatcaagataagcatcaaagtttttctagcaatgcgaaagtagataaaatctctacggattcactaaaaaat 84
CryllaF s—
E T D1 ELQN1T1T NHEDT CLI KMMSEYENVEWPFVSASTIQTSGTI1I G 1 AG
87 gaaacagatatagaattacaaaacattaatcatgaagattgtttgaaaatgtctgagtatgaaaatgtagagccgtttgttagtgcatcaacaattcaaacaggtattggtattgcgggt 204
K 1 L GG TLGVPFAGO QVASILYSFI1 L GELWZPIKTGI KN QWE I F
205 aaaatacttggtaccctaggcgttccttttgcaggacaagtagctagtctttatagttttatcttaggtgagctatggcctaaggggaaaaatcaatgggaaatctttatggaacatgta 324
E E I I NQ K I §$ TY ARNIKALTWDULIKGLGDALAVYHDS L E S
325 gaagagattattaatcaaaaaatatcaacttatgcaagaaataaagcacttacagacttgaaaggattaggagatgccttagctgtctaccatgattcgcttgaaagttgggttggaaat 444
CryllaR4
R NNTRARSVV K S QY I A LELMZFVQIKULZPSFAVSGETEVPLL P I
445 cgtaataacacaagggctaggagtgttgtcaagagccaatatatcgcattagaattgatgttcgttcagaaactaccttcttttgcagtgtctggagaggaggtaccattattaccgata 564
Y AQ AANULWMHULWLULILWRDA ASI1TFGIKEWSGTLS S S E 1T S TFYNZRU QVERA
565 tatgcccaagctgcaaatttacatttgttgctattaagagatgcatctatttttggaaaagagtggggattatcatcttcagaaatttcaacattttataaccgtcaagtcgaacgagca 684
CryllaFl
G DbY SDMHT CVKWYSTSGLNNLIRGTNAESWVARYNI QFRRIDMMTILMYV
685 ggagattattccgaccattgtgtgaaatggtatagcacaggtctaaataacttgaggggtacaaatgccgaaagttgggtacgatataatcaattccgtagagacatgactttaatggta 804

L DLV ALFUPSYODTA QMY P 1 KT A Q L TREVY TDAIGT H P H
805 ctagatttagtggcactatttccaagctatgatacacaaatgtatccaattaaaactacagcccaacttacaagagaagtatatacagacgcaattgggacagtacatccgcatccaagt 984
F T STTWYNNNAPS S FSAI EAAVYVRNWPHLULUDUFULEZ®QVTI Y S L L

985 tttacaagtacgacttggtataataataatgcaccttcgttctctgccatagaggctgctgttgttcgaaacccgcatctactcgattttctagaacaagttacaatttacagcttatta 1104
G CT'Y 1 12R3

S RWSNTOQYMNMMWSG GHI KTULEFRTI G G6GTULNISTOQGSTNTS 1T NP
1105 agtcgatggagtaacactcagtatatgaatatgtggggaggacataaactagaattccgaacaataggaggaacgttaaatatctcaacacaaggatctactaatacttctattaatcct 1224
v T L P F T S R D Y R S LAGLNULUFLTOQ®PVNGVPRVDFHWKFV
1225 gtaacattaccgttcacttctcgagacgtctataggactgaatcattggcagggctgaatctatttttaactcaacctgttaatggagtacctagggttgattttcattggaaattcgtc 1344
CryllaF?2 ey
T HPI1 A SDNUFYYPGYAGI GTQL QD SENZELU®PPEATTG G~ QZPNY E S
1345 acacatccgatcgcatctgataatttctattatccaGggtatgctggaattgggacgcaattacaggattcagaaaatgaattaccacctgaagcaacaggacagccaaattatgaatct 1464
S HRLSH1T G LI S ASHVIKALVY SWTMHWRSADI RTNTIEUZPNSI1T
1465 tatagtcatagattatctcatataggactcatttcagcatcacatgtgaaagcattggtatattcttggacgcatcgtagtgcagatcgtacaaatacaattgagccaaatagcattaca 1584
K
Il PLVNAFNLSSG GAAVVYRGPGFTS GSGD I LRRTNTGTFGTD I R
1585 caaataccattagtaaaTgctttcaatctgtcttcaggtgccgctgtagtgagaggaccaggatttacaggtggggatatccttcgaagaacgaatactggtacatttggggatatacga 1704
G CryllaR2
VvV NIT NPPFAQRYWRVRI1ITRYASTTU DULUGQFHTSI S G K A1 NQ G N F S
1705 gtaaatattaatccaccatttgcacaaagatatcgcgtgaggattcgctatgcttctaccacagatttacaattccatacgtcaattaGeggtaaagctattaatcaaggtaatttttca 1824
F
AT MNIR G EDLDY K TSRTVGFTT®PFSFLDVQSTZFTI GAWNF S
1825 gcaactatgaatagaggagaggacttagactataaaacctctagaactgtaggctttaccactccatttagctttttagatgtacaaagtacattcacaataggtgcttggaacttctct 1944
CryllaF3 CryllaRl
S GNEVY 1l DR1I1 EFVPVEVTYEAEYUDVZFEIKAQE KV TALUZFTS TN
1945 tcaggtaacgaagtttatatagatagaattgaatttgttccggtagaagtaacatatgaggcagaatatgattttgaaaaagcgcaagagaaggttactgcactgtttacatctacgaat 2064
PR GL K TDV K DYHI1T DOQV SNLVESLSDTEFYLDEI KR RETLIFETI VK
2065 ccaagaggattaaaaacagatgtaaaggattatcatattgaccaggtatcaaatttagtagagtctctatcagatgaattctatcttgatgaaaagagagaattattcgagatagttaaa 2184
A K Q L H 1 E R N M * BamHI EcoR1
2185 tacgcgaaGCaactccatattgagcgtaacatgtagggatccaatcgaattc 2236

G—— C Y1 18R

Figura 2 — Sequéncia completa do gene crylla. Os oligonucleotideos Cry1laF, Cry1laF3e
Cry1laR que se anelam nas posi¢coes 17-39, 1837-1854 e 2182-2212, respectivamente,
estdo indicados na figura. Os nucleotideos e os aminoacidos (K514N, N578S e F602S)
que se diferem da sequéncia padréo do gene crylla, depositada no Genbank (acesso
n.°X62821), Tailor et al. (1992), estdo mostrados em negrito. Os oligonulceotideos
Cry1aF1, Cry1aF2, Cry1aR1, Cry1aR2, Cry1aR3 e Cry1aFR4 que foram usados para o
sequénciamento do gene cylla estdo também mostrados na figura. Em italico estdo os
aminoacidos, correspondentes a sequéncia original descrita por Tailor et al. (1992). Os
asteriscos indicam os cédons ATG e TGA, que correspondem, respectivamente, aos
cédons de iniciagao e de terminagdo do gene crylla. A ORF deste gene é formada por

2196 nucleotideos. aue correspondem a 731 aminoacidos.

2 — Construcédo e purificacdo do baculovirus recombinante vSynBtCrylla: O gene
crylla foi removido do plasmideo pGEMBtcry1la e clonado no vetor de transferéncia
pSynXIVX3+ (fig.1), ficando sob comando do promotor da poliedrina modificado (PXIV)
(WANG et al., 1991). O vetor de transferéncia foi co-transfectado com o DNA do virus

vSyngalVI- (fig. 1) em células de inseto e posteriormente, o virus recombinante



vSynBtCry1la (fig. 1) foi purificado. O virus vSynBtCry1la expressa a proteina Cry1la ao
mesmo tempo em que expressa a poliedrina. Logo, a purificacdo do virus recombinante
se deu pela observagao de poliedros nas células infectadas com o sobrenadante da co-

transfecgéo e das diluicbes em placas de 96 pogos (dados ndo mostrados).

3 — Anadlise transcricional do gene crylla expresso em células de inseto: RNA total
de células de inseto infectadas (72 h p.i.) com o virus vSynBtCry1la foi usado em uma
reagao de RT-PCR com oligonucleotideos especificos para a cauda poli-A e para o gene
crylla e obtido um fragmento de aproximadamente 475 pb (fig. 3), correspondente a 375
pb do gene, mais 100 pb provavelmente derivada da cauda poli-A. A analise de restrigao
do fragmento de RT-PCR com a enzima Eco Rl confirmou ser este um fragmento
correspondente ao gene crylla, gerando dois novos fragmentos um de aproximadamente
281 pb e outro de 194 pb (Fig. 3).

1 2 3 4 Figura 3 — Eletroforese em gel 1,0% com produto

pb de amplificagdo de RT-PCR do gene crylla com os
oligonucleotideos cry1laF3 e T2 (pogos 2 e 3): 1-

Marcador 100 bp DNA Ladder (Amersham), 2-

controle (sem DNA), 3- cDNA (crylla), 4- digestao

500 — da banda correspondente ao gene crylla da RT-
400 PCR com enzima Eco RI. A seta indica o
300 fragmento de  aproximadamente 450 pb
200 correspondente a regido 3° do gene crylla. A
especificidade do fragmento amplificado ¢é

100 mostrada no pogo 4, onde a digestao do fragmento

de 450 pb gerou um fragmento de
aproximadamente 281 pb, que é a distancia entre
o oligonucleotideo cry1laF3 e o sitio de Eco RI que
esta localizado a 281 b do mesmo, perto do final

do gene.



4 — Andlise da expressao da proteina Crylla em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e
Imuno-deteccdo: Células de inseto e insetos foram infectadas com diferentes virus
recombinantes e os extratos foram analisados a 72 h p.i. e 120 h p.i, respectivamente, por
SDS-PAGE e imunodetecgdo com um anticorpo anti-Cry1la. O gel de SDS-PAGE e a
imuno-deteccao revelaram a presenca de uma banda de aproximadamente 65 kDa em

extratos de insetos infectados com o virus recombinantes.
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Figura 4: Andlise da expressdo da proteina Cry1la: (A) SDS-PAGE a 12%: 1 Marcador
(Promega), 2 — Extrato de células BTI-Tn5B1-4 mock (n&o infectadas), 3 — Extrato de
células BTI-Tn5B1-4 infectadas com vSynGal, 4 — Extrato de células BTI-Tn5B1-4
infectadas com AcMNPV, 5 — Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com vAcBtm, 6
— Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com vSynBtCry1la, 7 — Extrato de larva de
S. frugiperda néo infectada, 8 — Extrato de S. frugiperda infectada com vSynBtCry1la. (B)
Imunobloting com antisoro anti-Cry1la. 1 Marcador (Promega), 2 — Extrato de células
BTI-Tn5B1-4 mock (ndo infectadas), 3 — Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com
vSynGal, 4 — Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com AcMNPV, 5 — Extrato de
células BTI-Tn5B1-4 infectadas com vAcBtm, 6 — Extrato de células BTI-Tn5B1-4
infectadas com vSynBtCry1la, 7 — Extrato de larva de S. frugiperda n&o infectada, 8 —
Extrato de S. frugiperda infectada com vSynBtCry1la. Setas indicam a proteina de 65 kDa

nos extratos de S. frugiperda infectada com o virus vSynBtCry1la.



5 — Bioensaiso com proteina recombinante Crylla: Larvas neonatas de A. grandis
foram colocadas, separadamente em dieta artificial contendo varias quantidades de

proteina recombinante Cry1la e uma semana depois, a CLsg foi determinada (tabela 2).

Tabela 2 — Determinacédo da CLsy da proteina recombinante Cry1la contra Anthonomus
grandis. A tabela mostra o resultado de trés diferentes ensaios e resultados de CL50 da
proteina Cry1la contra A. grandis, com base em trés repeticbes. Sendo n: numero de

individuos testados e CL50: concentragao letal para 50% da populagao

Strain n CL, (mg/mL) n CL,(mg/mL)?
Crylla 25 0,023 (0,017-0,03)®
25 0,024 (0,017-0,036) 75 0,0215 (0,017 - 0,026)
25 0,017 (0,012-0,025)
$1122 (Btt) 25 0,222 (0,029-0,446)
25 0,465 (0,328-0,636) 75 0,328 (0,230 - 0,440)
25 0,376 (0,236-0,551)

a resultados de CL50 da proteina Cry1la contra A. grandis, com base em trés
repeticoes

b Numeros entre parénteses referem-se ao intervalo de confianga a 95%.

Os resultados obtidos indicam que a toxina do recombinante foi cerca de 15 vezes mais
téxica que a estirpe padrao para insetos da ordem Coleoptera comparando-se a mesma
quantidade de proteina total. Foi testada também a atividade de poliedros do virus
selvagem AcMNPV (dados ndo mostrados), que ndao demonstrou atividade contra o
bicudo do algodoeiro, indicando n&o serem os poliedros o0s responsaveis pela
patogenicidade ao inseto. A toxina também foi testada contra Anticarsia gemmatalis,
Plutella xylostella (dados n&o mostrados) e Spodoptera frugiperda, para avaliar sua
atividade contra insetos da ordem Lepidoptera, para os dois primeiros insetos a toxina n&o

se mostrou toxicidade. Ja para S. frugiperda, os resultados foram bastante significativos, a



CLso foi de até 160 vezes menor quando comparado a linhagem padréao para insetos da

ordem Lepdoptera (Btk), que também possui a proteina Cry1la (tabela 3).

Tabela 3 — Determinagdo da CL50 da proteina recombinante Cry1la contra Spodoptera

frugiperda. A tabela mostra o resultado de trés diferentes boensaios da proteina Cry1la

contra S. frugiperda, com base em trés repeticbes . Sendo n: numero de individuos

testados e CL50: concentracao letal para 50% da populacao

CL,, (ug/mL)

Strain n
Crylla 24
24

24

Btk 24

24

24

0,312 (0,020-8,774)"

0,125 (0,004-3,062)

0,533 (0,437-17,371)

2,124 (1,076-3,74)

5,088 (0,927-19,065)

0,132 (0,101-22,456)

n CL,, (ng/mL)?
72 0,0289 (0,032 - 3,310)
72 3,457 (0,711-15,08)

a resultados de CL50 da proteina Cry1la contra A. grandis, com base em trés

repeticoes

b Numeros entre parénteses referem-se ao intervalo de confianga a 95%.



6 — Andlise estrutural de provaveis cristais da proteina recombinante Crylla

Extrato de larvas de S. frugiperda infectadas com o virus recombinante
vSynBtCry1la foram analisados por microscopia de luz comum (fig. 5A) e eletrénica de
varredura (fig. 5B), mostrando a presenca de grandes cristais cuboides de varios

tamanhos, provavelmente derivados da cristalizagdo da proteina recombinante Cry1la.

5Hm

Figura 5: Analise estrutural de cristais presentes em larvas de S. frugiperda infectadas
com o virus recombinante vSynBtCry1la. A. Microscopia de contraste de fase
mostrando um provavel cristal da proteina Cry1la formado em larvas de S. frugiperda;
B. Microscopia eletrénica de varredura dos provaveis cristais (seta) formados pela

proteina Cry1la, mostrando no detalhe os cristais, em formato cubdide.

6.1 — Andlise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculadas com a proteina
recombinante Crylla: A proteina recombinante Cry1la foi altamente tdéxica para as
células do intestino de A. grandis, destruindo a integridade celular e as microvilosidades
(fig. 6), ndo sendo possivel a identicacdo de organelas citoplasmaticas, tais como

mitocéndrias mostrando o efeito citotdéxico dessa proteina.



Figura 6 — Efeito toxico da proteina recombinante Cry1la no intestino de A. grandis. A,
Intestino de larva A. grandis controle, sem tratamento com a proteina Cry1la. B,
Intestino de larva alimentada com dieta artificial contendo 115 pug/mL da proteina Cry1la

(48 h pds-inoculagao). MV, microvilosidadess.

7 — Modelagem da proteina Crylla: A figura 7A mostra o modelo teérico proposto para a
proteina Cry1la evidenciando a regido N-terminal localizada no dominio | da proteina e a
regidao C-terminal, localizada no dominio Ill da proteina. Na figura 7B verifica-se em
detalhe, o dominio | formado por sete a-hélices, sendo seis anfipaticas e a central
hidrofébica. O dominio Ill é mostrado detalhadamente na figura 7C. Nela observa-se que
estdo localizados os trés aminoacidos que se diferem da sequéncia padrao o gene crylla,
descrita por Tailor et al. (1992). O modelo tedrico para proteina Cry1la (Fig. 7A) foi feito
com base na proteina Cry3A, por ter se demonstrado o modelo mais realistico. Apos a
modelagem, foi construido um Plot de Ramachandran (dado ndo mostrado), que apontou
o modelo como sendo favoravel por passuir 89,6% de residuos favoraveis, 6,7% de
residuos em regides permitidas e 3,7% de residuos desfavoraveis.



N-terminal

Figura 7: A — Estrutura tridimensional (modelo teérico) para a proteina Cry1la, produzida
por modelagem molecular por homologia a partir da &-endotoxina Cry3A codigo PDB
1DLC. Visualizada através do programa WebLab ViewerlLite 3.7 da Molecular Simulations
Inc; B - Detalhe do dominio | da proteina Cry1la, mostrando as sete a-hélices, sendo seis
anfipaticas e a central hidrofobica; C - Detalhe do dominio Il da proteina crylla,
mostrando os trés pontos de mutagcdo nos residuos de aminoacidos, nas posicoes

K514N, N578S e F602S da proteina Cry1la relativos a sequéncia descrita neste trabalho.

Discussao:

O gene crylla da estirpe brasileira de B. thuringiensis S1451 foi clonado e
sequenciado. A sequéncia do gene revelou uma identidade de 99% com relagdo a
sequéncia do gene crylla, depositada no Genbank (acesso X62821), Tailor et al. (1992).

A proteina Cry1la normalmente ndo se cristaliza, pois se trata de uma proteina que
€ secretada. Kostichka et al. (1996), demonstraram em seus trabalhos que esta € uma
proteina secretada na fase inicial da esporulagdo. Por isso, ndo pode ser acumulada nem
detectada na célula apds o estagio TS da esporulagado (TOUNSI et al., 2003; SONG et al.,
2003).

Em algumas estirpes de B. thuringiensis, o gene crylla pode ser detectado por
PCR, entretanto, nem seu transcrito, nem a proteina s&o detectados. Alguns estudos
demonstraram que este gene pode estar silenciado em certas estirpes de B. thuringiensis

por estar localizado a jusante a genes cryl e um forte terminador transcricional pode esta



presente no intervalo de sequéncias dos genes cryl e cryll (SONG et al., 2003; SHIN et
al., 1995; GLEAVE et al., 1993; TAILOR et al., 1992).

A maioria dos genes de B. thuringiensis s&o transcritos por um ou ambos
promotores Btl ou Btll, dependendo do estagio de esporulagdo. Tounsi et al. (2003),
demonstraram em seus trabalhos que existe uma regidao promotora isolada para o gene
crylla para uma estirpe de B. thuringiensis sub. kurstaki. Eles verificaram que a
sequéncia identificada como promotora possui alta homologia com muitos promotores
genes especificos de Bacillus subtilis, que estio sob o controle do fator de transcrigdo o .
Muitos genes cry de Bt estédo sob o controle do fator de transcricdo o %, que é homoélogo
ao o F, sugerindo que o gene crylla, quando expresso, é transcrito por uma holoenzima E

(535.

Diferentemente do que ocorre em B. thuringiensis, a proteina Cry1la expressa pelo
virus recombinante no citoplasma de células de inseto teve a capacidade de se cristalizar.
Como o promotor da poliedrina modificado (pXIV) utilizado para expressédo da proteina
recombinante € um promotor forte, a hiper-expressdo da proteina Cry1la pode ter
contribuido para a cristalizagdo da proteina no citoplasma celular. Além disso, algumas
proteinas chaperonas podem estar sendo recrutadas para o dobramento, resultando na

formagao de cristais cubdides.

Quando expresso, o gene crylla codifica uma proteina de 81 kDa, em B.
thuringiensis. Essa proteina € uma pro - toxina e é clivada em uma toxina ativa de 65 kDa,
capaz de se ligar a receptores do epitélio do intestino médio de insetos das ordens
Lepidoptera e Coleoptera (TAILOR et al., 1992; GLEAVE et al., 1993; TOUNSI et al.,
2003).

A proteina cristal produzida em larvas de inseto, pelo recombinante foi detectada
por SDS-PAGE como um polipeptidio de 65 kDa, indicando que enzimas do proprio inseto
podem estar clivando a proteina na por¢cao C-terminal e, por isso, s6 se detectou o
polipeptidio correspondente a toxina ativa (CHOI et al., 2000; SHIN et al., 1995; GLEAVE
et al., 1993).

Os experimentos de imunodetecgdo com o soro anti-Cry1la mostraram marcagao
na banda de 65 kDa (Figura 4B) correspondente a proteina Cry1la. A proteina somente foi
detectada nos extratos de insetos infectados com o recombinante. Ndo houve marcagao

nos extratos de células infectadas com o virus recombinante, provavelmente devido a



baixa concentragdo de proteina e a baixa concentragcdo de anticorpo presente no soro

utilizado.

Analise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculados com a proteina
recombinante Cry1la mostrou a resposta citopatoldégica das células intestinais a
administragdo da proteina. Nas amostras controle (Fig. 6A ) foi possivel visualizar as
microvilosidades, os nucleos bem individualizados (dados nao mostrados), a presenca de
organelas, mostrando a organizagao celular. Ja nas amostras tratadas (Fig. 6B), tanto em
24h (dados ndo mostrados), 48h e 72 h (dados ndo mostrados) apds a ingestdo de
proteina, os intestinos apresentavam-se bastante danificados, ndo sendo possivel a
identificacdo de organelas. As microvilosidades estavam em parte destruidas e havia

descolamento da membrana basal. Foi possivel identificar dilatagcdo de endomembranas.

Bauer e Pankratz (1992) descreveram em seu trabalho, o efeito da agdo de B.
thuringiensis sub. san diego, no intestino de larvas de Chrysomela scripta e descreveram
mudancas morfolégicas no intestino médio, muito semelhantes aos descritos neste
trabalho. A analise ultraestrutural das células intestinais apresentadas no trabalho de
Bauer e Pankratz (1992), revelaram a presenca de grandes espacos intercelulares e
intracelulares, lise dos componentes citoplasmaticos, presenca de vesiculas autofagicas,

descolamento da membrana basal e expansao das microvilosidades.

A proteina recombinante Cry1la foi testada contra larvas neonatas de A.grandis e
mostrou uma atividade inseticida significativa. Quando foi adminstrado a mesma
quantidade de proteina recombinante e proteina total da estirpe padrdo (Btt), a atividade
téxica da proteina recombinante foi cerca de quinze vezes maior. Isso pode ser explicado
parcialmente pela possivel menor quantidade de proteina Cry presente na preparagao da
estirpe padrdo. Os ensaios com a estirpe padrao foram feitos com cultura total, uma vez
que em estirpes de Bt, a proteina Cry1la n&o se cristaliza, sendo entdo secretada no meio
de cultura. Desta forma, se os cristais fossem purificados, provavelmente se perderia a
fracdo da cultura que contém a proteina de interesse. Os ensaios mostraram (tabela 2)
que a CLs para a proteina Cry1la foi de 0,0215 mg/mL (G= 0,034 e p < 0,01), indicando
ser uma proteina bastante promissora para o controle do bicudo do algodoeiro. Podendo
futuramente, ter seu gene inserido em cultivares de algodao para o controle desta praga.
Os testes com A. gemmatalis e P. xylostella ndo mostraram resultados significativos,
porém quando testada contra S. frugiperda o resultado foi significativo. Os ensaios
mostraram (tabela 3) que a CLso para a proteina Cry1la foi de 0,289 ug/mL (G= 0,182 e p

< 0,01), indicando ser uma proteina bastante promissora para o controle da lagarta do



cartucho-do-milho. Assim sendo, poder-se-a construir uma cultivar de algoddao que
expresse a proteina Cry1la, que de acordo com o que foi demonstrado neste trabalho, é

ativa para duas importantes pragas desta cultura.

Tailor et al., (1992), mostraram em seu trabalho que foi necessaria uma dose de
195 ug/mL da toxina Cry1la, ndo-processada (polipeptidio de 81kDa), para matar 60% da
populagdo testada de Leptinotarsa decemlineata e 16 um/mL foi suficiente para matar
100% da populagao testada de Ostrinia nubilalis. Shin et al. (1995), demonstraram que a
proteina Cry1la é ativa contra Bombyx mori apresentando uma CLso de 10,9 pg/mL e
contra P. xylostella uma CLso de 17,4 ug/mL. Em 2000, Choi et al., também demonstraram
atividade da proteina Cry1la contra B. mori (CLsy de 7,08 ug/mL) e contra P. xylostella
(CLso de 2,57 ug/mL). Estes resultados encontrados para P. xylostella, se diferem dos
reportados neste trabalho, provavelmente, pela diferenca das populagdes testadas. Ainda
nao foi reportado na China, o aparecimento de resisténcia de P. xylostella a B.
thuringiensis, diferente do Brasil, onde ja foi detectado o aparecimento de algumas
populagdes resistentes ao B. thuringiensis (CASTELO BRANCO e MELO, 2002). Uma vez
que os insetos testados provém de uma col6nia formada a partir de populagdes de

campo, pode ser que eles apresentem certa resisténcia a esta e outras toxinas.

A sequéncia da proteina Cry1la, deduzida a partir de sua seqUéncia de
nucleotideos, foi usada para predicao do modelo estrutural tedrico (fig. 7) com base na
proteina Cry3A que mostrou ser o modelo mais realistico por apresentar 39% de

identidade e 584 aminoacidos em posic¢des favoraveis (CUFF et al., 2004).

A classe de proteinas Cry3 esta subdividida em quatro subgrupos, Cry3Aa,
Cry3Ba, Cry3Bb e Cry3Ca. Essas toxinas apresentam massa molecular de 73 a 75 kDa
(CRICKMORE et al., 2005) e produzem cristais rombodides ou cubdides. Krieg et al.,
(1983), descreveram a primeira estirpe produtora de gene cry3. Estas proteinas sao

toxicas a insetos da ordem Coleoptera, como por exemplo, L. decemlineata.

Uma vez que a proteina Cry3A tenha demonstrado ser o modelo mais adequado
para a dedug&do do modelo tedrico da proteina Cry1la, pode ser que exista alguma relagéo
entre as estruturas dessas duas proteinas. Essa comparacao pode ser reforgada pelo fato
de ambas as proteinas formarem cristais cubdides. Este evento pode estar relacionado a
estrutura dessas proteinas, podendo-se deduzir, que toxinas ativas contra insetos da

ordem Coleoptera tendem a formar cristais de formato cubdide ou rombadide.



O modelo tedrico para a proteina Cry1la (fig. 7) revelou que os trés aminoacidos
que diferem da sequéncia original descrita por Tailor et al. (1992), estao localizados no
dominio Il da proteina, no inicio do looping, podendo interferir, positivo, ou
negativamente, na ligagdo da proteina ao receptor da membrana do intestino médio de
insetos e, consequentemente na toxicidade da proteina. Para confirmar se realmente esta
afirmacao é valida seria necessaria a realizagdo de experimentos de mutacao sitio
dirigida, uma vez que a deleg&o ou a substituicdo destes aminoacidos poderia indicar se a

patogenicidade causada por esta toxina pode estar envolvida com tais motivos.

Referéncias Bibliogréaficas

AGRIDATA. Disponivel em: < http://www.seagri.ba.gov.br/Algodao.htm#AlgodaonoBrasil-
Cultura doAlgodao >. Acesso em: 20 out. 2002.

BAUER, L. S.; PANKRATZ, H. S. Ultrastructural effects of Bacillus thuringiensis var. san
diego on midgut cells of the cottonwood leaf beetle. Journal of Invertebrate Pathology,
San Diego, v. 60, p. 15-25, 1992.

BOZZOLA, J. J.; RUSSEL, L. D. Electron microscopy: principles and techniques for
biologists. Boston: Jones & Batlet, 1992. 542 p.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, Orlando,
v. 72, p. 248-254, 1976.

CASTELO BRANCO, M.; MELO, C. A. Resisténcia a abamectin e cartap em populacdes
de traca-das-cruciferas. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 20, n. 4, p. 541-543, 2002.

CBS. Structural bioinformatics. Disponivel em: < http://bioserv.cbs.cnrs.fr/ >. Acesso
em: 2005.

CHOI, S. K.; SHIN, B. S.; KONG, E. M.; RHO, H. M.; PARK, S. H. Cloning of a new
Bacillus thuringiensis cryll — type crystal protein gene. Current Microbiology, New York,
v. 41, p. 65-69, 2000.

CRICKMORE, N.; ZEIGLER, D. R.; SCHNEPF, E.; VAN RIE, J.; LERECLUS, D.; BAUM,
J.; BRAVO, A.; DEAN, D. H. Bacillus thuringiensis toxin nomenclature. Disponivel em:
< http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/ >. Acesso em: 20 jan 2005.

CRUZ, |.; FIGUEIREDO, M. de L. C.; MATOSO, M. J. Controle biolégico de Spodoptera
frugiperda utilizando o parasitoide de ovos Trichogramma. Sete Lagoas: Embrapa
Milho e Sorgo, 1999. 40p. (Embrapa Milho e Sorgo. Circular Técnica, 30).


http://www.seagri.ba.gov.br/Algod�o.htm#Algod�onoBrasil-Cultura
http://www.seagri.ba.gov.br/Algod�o.htm#Algod�onoBrasil-Cultura
http://bioserv.cbs.cnrs.fr/
http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/

CUFF, J. A;; CLAMP, M. E.; SIDDIQUI, A. S.; FINLAY, M.; BARTON, G. J. Jpred: A
Consensus Secondary Structure Prediction Server. Bioinformatics, Oxford, v. 14, p. 892-
893, 2004.

EUROPEAN BIOINFORMATICS INSTITUTE. EMBL. Disponivel em: <
http://www.ebi.ac.uk/thorntonsrv/databases/cgibin/pdbsum/GetPage.pl?template=main.ht
MI&o=PROCHECK&c=999&pdbcode=1dIc >. Acesso em: 2005.

FEILTEISON, J. S. Novel pesticidal delta-endotoxins from Bacillus thuringiensis. In:
ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR INVERTEBRATE PATHOLOGY, 27., 1994,
Montpellier, France. Proceedings... Montpellier, France: [s.n.], 1994. p.184.

FINNEY, D. Probit analysis. Cambridge: Cambridge University Press, 1971.

GLEAVE, A. P.; WILLIAMS, R.; HEDGES, R. J. Screening by polymerase chain reaction
of Bacillus thuringiensis sorotypes for the presence of cryV-like insecticidal protein genes
and characterization of a cryV gene cloned from B. thuringiensis subsp. Kurstaki. Applied
and Enviromental Microbiology, Washington, v. 59, n. 5, p.1683-1687, 1993.

GRANADOS, R. R.; GUOXUN, L.; DERKSEN, C. G.; McKENNA, K. A. A. An insect cell
line from Trichoplusia ni (BTI-TN-5B1-4) susceptible to Trichoplusia ni single enveloped
nuclear polyhedrosis virus. Journal of Invertebrate Pathology, San Diego, v. 64, p. 260-
226, 1994.

HARLOW, E.; LANE, D. Antibodies: A laboratory manual. [S.l.]: Cold Spring Harbor
Laboratory, 1988.

KOSTICHKA, K.; WARREN, G. W.; MULLINS, M.; MULLINS, A. D.; CRAIG. J. A;
KOZIEL, M. G.; ESTRUCH, J. Cloning of a cryV-type insecticidal protein gene from
Bacillus thuringiensis: the cryV-encoded protein is expressed early in stationary phase.
Journal of Bacteriology, Washington, v. 178, n. 7, p. 2141-2144, 1996.

KRIEG, A.; HUGER A. M.; LANGENBRUCH, G. A.; SCHNETTER, W. Bacillus
thuringiensis var. tenebrionis: ein neuer, gegenuber larven von coleopteren wirksamer
pathotyp. Zeitschrift fir Angewandte Entomology, v. 96, p. 500-508, 1983.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of head of
bacteriophage T4. Nature, London, n. 227, p. 680-685, 1970.

MARTINS, E. S.; PRACA, L. B.,; MONNERAT, R. G. Caracterizacdo de estirpes de
Bacillus thuringiensis eficazes contra o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis
Boheman, 1843). In: SIMPOSIO DE RECURSOS GENETICOS PARA AMERICA LATINA
E CARIBE, 3., 2001, Londrina. Anais... Londrina: IAPAR, 2001. p. 490.

MONNERAT, R. G.; NOBRE, S. D. N.; OLIVEIRA NETO, O. B.; SCHMIDT, F. G. V.; DIAS,
S. C.; LAUMAN, R.; DE SA, M. F. G.; SUJI, E. R. Parametros biondmicos do bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis) criado em dieta artificial para a realizacdo de
bioensaios. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2002. 22 p.
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento,
29).


http://www.ebi.ac.uk/thorntonsrv/databases/cgibin/pdbsum/GetPage.pl?template=main.html&o=PROCHECK&c=999&pdbcode=1dlc
http://www.ebi.ac.uk/thorntonsrv/databases/cgibin/pdbsum/GetPage.pl?template=main.html&o=PROCHECK&c=999&pdbcode=1dlc

MONNERAT, R.G.; BRAVO, A. Proteinas bioinseticidas produzidas pela bactéria Bacillus
thuringiensis: modo de agéo e resisténcia. In: MELO, I. S.; AZEVEDO, J. L. (Ed.).
Controle Bioldgico. Jaguariuna, SP: Embrapa Meio Ambiente, 1999. p. 136-200.

MONTESBRAVO, E. P. Control biologico de Spodoptera frugiperda Smith en maiz.
Disponivel em: <http://codagea.edoags.gob.mx/~produce/SPODOPTE.htm>. Acesso em:
26 abr. 2001.

NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION. Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). Disponivel em: < http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST/ >. Acesso
em: 2005.

O'REILLY, D. R.; MILLER, L. K.; LUCKOW, V. A. Baculovirus Expression Vectores: A
Laboratory Manual. New York: Freeman, 1992.

PRACA, L.B. Prospeccéo de estirpes brasileiras de Bacillus thuringiensis efetivas
contrainsetos da ordem Lepidoptera, Coleoptera e Diptera. Brasilia: UNB, 2003.

RODRIGUES, J. C. M.; DE SOUZA, M. L.; O'REILLY, D. R.; VELLOSO, L. M.; PINEDO,
F. J. R.;; RAZUCK, F. B.; RIBEIRO, B.; RIBEIRO, B. M. Characterization of the ecdysteroid
UDP-glucosiltransferase (egt) gene of A. gemmatalis nucleopolyhedrovirus. Virus genes,
Dordrecht, Netherlands, v. 22, p. 103-112, 2001.

SAMBROOK. J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular Cloning: a laboratory manual.
3. ed. Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

SHIN, B. S.; PARK, S. H.; CHOI, S. K.; KOO, B. T.; LEE, S. T.; KIM, J. Distribution of cryV
— type insecticidal protein genes in Bacillus thuringiensis and cloning of cryV — type genes
from bacillus thuringiensis subsp. kurstaki and Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus.
Applied and Enviromental Microbiology, Washington, v. 61, n. 6, p. 2402-2407. 1995.

SONG, F.; ZHANG, J.; GU, A.; WU, Y.; HAN, L.; HE, K.; CHEN, Z.; YAO, J. HU; Y. LI, G;;
HUANG, D. Identification of cryll — type genes from Bacillus thuringiensis strains and
characterization of a novel cryll — type gene. Applied and Enviromental Microbiology,
Washington, sep., p. 5207-5211, 2003.

TAILOR, R.; TIPPETT, J.; GIBB, G.; PELLS, S.; PIKE, D.; JORDAN, L.; ELY, S.
Identification and characterization of a novel Bacillus thuringiensis delta -endotoxin
entomocidal to coleopteran and lepidopteran larvae. Molecular Microbiology, Oxford, v.
6,n.9,p. 1211-1217, 1992.

TOUNSI, S.; ZOUARI, N.; JAOUA, S. Cloning and study of the expression of a novel
crylla — type gene from Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. Journal of Applied
Microbiology, Oxford, v. 95, p. 23-28, 2003.

WANG, X.; OOI, B. G.; MILLER, L. K. Baculovirus vectores for multiple gene expression
and for occluded virus production. Gene, Amsterdam, v. 100, p. 131-137, 1991.


http://codagea.edoags.gob.mx/%7Eproduce/SPODOPTE.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

	Resumo
	Abstract
	Introdução
	Material e Métodos
	1. Vírus e Células
	2. Manipulação do DNA
	3. Construção, purificação e análise do baculovírus recombinante
	4. Análise transcricional do gene cry1Ia expresso em células de inseto
	5. Produção de anti-soro policlonal contra Cry1I
	6. Análise da expressão da proteína Cry1Ia
	7. Bioensaio com a proteína recombinante
	8. Análise estrutural de prováveis cristais da proteína recombinante Cry1Ia
	9. Análise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculadas com a proteína recombinante Cry1Ia
	10. Modelagem da proteína Cry1Ia

	Resultados
	1. Clonagem e sequenciamento do gene cry1Ia
	2. Construção e purificação do baculovírus recombinante vSynBtCry1Ia
	3. Análise transcricional do gene cry1Ia expresso em células de inseto
	4. Análise da expressão da proteína Cry1Ia em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e Imuno-detecção
	5. Bioensaiso com proteína recombinante Cry1Ia
	6. Análise estrutural de prováveis cristais da proteína recombinante Cry1Ia
	7. Modelagem da proteína Cry1Ia

	Discussão
	Referências Bibliográfica

