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Resumo 
 O algodão é uma das mais importantes culturas em nível mundial, e hospedeiro de um 

grande número de pragas, como Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis. Uma 

alternativa para o controle desses insetos é a construção de cultivares de algodão 

transgênicos, contendo gene(s) de resistência a esses insetos. Bacillus thuringiensis é 

uma bactéria que produz toxinas entomopatogênicas que são amplamente usadas como 

agentes de controle biológico e como fonte de genes para construção de plantas 

transgênicas resistentes a insetos. O objetivo deste trabalho foi o isolamento e a 

caracterização de um gene da estirpe S1451 de B. thuringiensis tóxica a esses insetos. O 

gene cry1Ia da estirpe S1451 foi amplificado por PCR usando oligonucleotídeos 

específicos, seqüenciado, clonado no vetor de transferência pSynXIVX3+ e usado para 

construção de um baculovírus recombinante. A proteína Cry1Ia foi expressa em células 

de inseto infectadas com o vírus recombinante, produzindo grandes inclusões protéicas 

no citoplasma celular. Bioensaios usando a proteína recombinante mostraram alta 

toxicidade a larvas de S. frugiperda e A. grandis. Modelagem molecular usando a 

seqüência da proteína traduzida a partir da seqüência gênica obtida mostrou que essa 

proteína possivelmente possui uma estrutura semelhante à proteína Cry3A. Estudos 

histopatológicos em células do intestino médio de A. grandis mostraram o efeito citotóxico 

dessa proteína nas mesmas. Dessa forma, acreditamos que este gene poderá vir a ser 

usado para a construção de plantas transgênicas com resistência a essas importantes 

pragas do algodão.  

 



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 cry1Ia was amplified by 

PCR, sequenced and cloned in the shuttle vector pSynXIVX3+ and used for a construction 

of a recombinant virus. The protein Cry1Ia 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introdução 
 Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram positiva, caracterizada pela 

produção de cristais protéicos, com atividade inseticida durante a esporulação. Esses 

cristais são compostos por proteínas que exibem alta atividade específica contra larvas de 

insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, 

Orthoptera e algumas espécies das ordens Nematoda, Protozoa e Acari (FEILTEISON, 

1994). Essas proteínas são conhecidas como δ-endotoxinas devido a sua localização 

intracelular e como proteínas Cry por sua natureza cristalina (KOSTICHKA et al., 1996). 

As toxinas Cry apresentam um espectro de ação normalmente restrito a uma ordem de 

insetos. Atualmente, mais de 300 genes cry já foram seqüenciados e as proteínas Cry 

estão classificadas em 49 grupos organizados em diferentes subgrupos, além de dois 

grupos de toxinas Cyt, em função do grau de similaridade e identidade de seus 

aminoácidos. A atualização 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 

proteínas denominados cry1Ia, que possui 62% de homologia com o gene cry1Ba 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) é um inseto endófago, considerado 

uma das pragas mais importantes da cotonicultura pelos danos que causa e pela 

dificuldade do seu controle (MONNERAT et al., 2002). O prejuízo, caso não se controle o 

número de insetos, pode ser de 75% da produção total de fibras (AGRIDATA, 2002).  

Spodoptera frugiperda é uma espécie polífaga que ataca diversas culturas 

economicamente importantes em vários países. No Brasil, este inseto pode atacar as 

seguintes culturas: milho, sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijão, amendoim, tomate, algodão, 

batata, repolho, espinafre, abóbora e couve (CRUZ et al., 1999; MONTESBRAVO, 2001).  

 O mecanismo de resistência de plantas a fitófagos tem sido amplamente estudado 

para vários microorganismos e insetos. O uso de microorganismos, tais como o B. 

thuringiensis, que é um candidato natural como fonte de genes de resistência a insetos, é 

uma alternativa para o controle do bicudo, reduzindo o uso excessivo de agrotóxicos que 

causam poluição e contaminação do meio ambiente. 

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

do produto do gene cry1Ia 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 construção de novas cultivares de plantas, resistentes a 

estes insetos. 

 

Material e Métodos 
 
1 – Vírus e Células: O baculovírus selvagem Autographa californica multiple 

nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e os vírus recombinantes vSyngalVI- (WANG et al., 

1991; O’REILLY et al., 1992), vSynBtCry1Ia (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-α (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras 

para os plasmídeos usados no trabalho. 

 

2 – Manipulação do DNA: As técnicas de clonagem molecular usadas foram as descritas 

por (SAMBROOK et al., 2001). Todos os oligonucleotídeos usados no trabalho foram 

sintetizados pela Invitrogen. 

 O gene cry1I, derivado da estirpe de Bacillus thuringiensis S1451, pertencente ao 

Banco de Bacillus spp. Entomopatogênicos da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia foi, primeiramente, amplificado por PCR, usando os oligonucleotídeos 

Cry1IaF e Cry1IaR (Tabela 1), que foram desenhados a partir da seqüência do gene cry1Ia 

(número de acesso no Genbank = X62821) (TAILOR et al., 1992). Foram adicionados, 

nas seqüências dos oligonucleotídeos, sítios para a enzima Bam HI. O programa de PCR 

utilizado para a amplificação foi: 94ºC/5 min, 3 ciclos de 95ºC/1 min, 49ºC/1 min e 30 s, 

72ºC/1 min e 30 s e 27 ciclos de 95ºC/1 min, 52ºC/1 min e 30 s, 72ºC/1 min e 30 s uma 

extensão final de 72ºC/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 análise de PCR, usando-se 

oligonucleotídeos cry1IaF e cry1IaR e o programa descrito acima. O clone positivo 

pGEMCry1Ia foi seqüenciado pelo laboratório de Biologia Molecular da Universidade de 

Brasília - UnB, em seqüenciador MEGA BACE 1000 da Amersham Bioscience. O 

sequenciamento foi realizado nas duas fitas de DNA utilizando os oligonucleotídeos 

descritos na tabela 1 e figura 2. Depois de confirmadas, as seqüências foram alinhadas e 

submetidas à análise por BLAST. (NATIONAL..., 2005). 

 



 

Tabela 1 – Lista dos oligonucleotídeos usados no trabalho. 

 
Oligonucleotídeo 
 

 
Seqüência 

 
Utilidade 

Cry1IaF 5´GTATAAGTGGAGGGATCCATATG3’ PCR/Sequenciamento 

Cry1IaR 5´GGATCCCTACATGTTACGCTT3´ PCR/Sequenciamento 

Cry1Ia F1 5’ TTTTGGAAAAGAGTGGGG 3’ Sequenciamento 

Cry1Ia F2 5’ ACTGAATCATTGGCAGGG 3’ Sequenciamento 

Cry1Ia F3 5’ ACCTTTAGAACTGTAGGC 3 Sequenciamento/RT-

PCR 

Cry1Ia R1 5’ CTTTGTACATCTAAAAAGC 3’ Sequenciamento 

Cry1Ia R2 5’ TGAAGACAGATTGAAAGC 3’ Sequenciamento 

Cry1Ia R3 5’ GGTGCATTATTATTATACC 3’ Sequenciamento 

Cry1Ia R4 5’ GCATAAGTTGATATTTTTTG 3’ Sequenciamento 

Universal 5’GTAAAACGACGGCCAGT3’ Sequenciamento 

Reverso 5’GGAAACAGCTATGACCATG3’ Sequenciamento 

T1 5’CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT3’ Síntese de cDNA 

T2 5’-CCTGCAGGATCCTTAGGTT-3’ Síntese de cDNA/ RT-

PCR 

 

Os clones positivos foram digeridos (digestão parcial) com enzima de restrição Eco 

RI, seguindo as instruções do fabricante (Amersham). O resultado da digestão (fragmento 

de aproximadamente 2,1 kb) foi separado por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A 

banda referente ao gene cry1I foi eluída do gel, utilizando-se o kit  SephaglasTMBandprep 

Kit (Pharmacia) seguindo as recomendações do fabricante. 

 

3- Construção, purificação e análise do baculovírus recombinante.  
O fragmento de 2,1 kb purificado foi clonado no vetor pSynXIVX3+ (WANG et al., 1991), 

previamente digerido com a enzima de restrição Eco RI, formando, assim, o plasmídeo 

recombinante pSynBtCry1Ia, que foi utilizado para a construção do baculovírus 

recombinante (Figuras 1 e 3). Um μg de DNA do plasmídeo recombinante (pSynBtCry1Ia) 

e 0.5 μg do DNA do vírus vSyngalVI-, previamente linearizado com a enzima de restrição 

Bsu 36I, foram co-transfectadas em monocamadas de células BTI-Tn5B1-4 (1x106 

 



células) em placas de 60 mm, usando lipossomos (Cellfectin®, Invitrogen). As placas 

foram incubadas por uma semana a 27 °C, até a visualização dos corpos de oclusão, 

quando o sobrenadante foi coletado e usado para purificação do vírus recombinante por 

diluição seriada em placa de 96 poços (O`REILLY et al., 1992). O genoma do vírus 

vSyngalVI- possui um único sítio para a enzima Bsu 36I, situado dentro do gene da β-

galactosidase, a linearização do vírus o torna não infectivo, facilitando a purificação do 

vírus recombinante. O plasmídeo recombinante pSynBtCry1Ia possui além do gene 

cry1Ia, o gene da poliedrina, que também produz oclusões cristalinas, facilitando a 

purificação viral. Três ciclos de purificação em placa de 96 poços foram necessários para 

a purificação do vírus recombinante e a sua identificação se deu pela presença de corpos 

de oclusão no núcleo das células infectadas. O vírus recombinante (denominado de 

vSynBtCry1Ia) foi amplificado em células BTI-Tn5B1-4, purificado e seu DNA extraído e 

analisado por PCR, para confirmação da inserção do gene cry1Ia, como descrito em 

O’Reilly et al. (1992). 

 

4 – Análise transcricional do gene cry1Ia expresso em células de inseto: Setenta e 

duas horas pós-infecção (h.p.i.), o RNA viral foi purificado a partir de 1,5 mL de células 

BTI -Tn5B1-4 (1x106/ placa de 60 mm), infectadas com 10 pfu (unidade formadora de 

placa)/célula do vírus recombinante vSynBtCry1Ia, usando-se o reagente Trizol® e 

seguido as instruções do fabricante. (Invitrogen). O c-DNA foi sintetizado usando o 

oligonucleotídeo T1 (tabela 1) (RODRIGUES et al., 2001), e o Kit M-MLV-RT, seguindo as 

instruções do fabricante (Invitrogen). A partir do cDNA obtido, foi feita uma reação de PCR 

para amplificar o cDNA correspondente com o RNA mensageiro do gene. Para isto, foi 

utilizado um oligonucleotídeo específico para o gene cry1Ia, o Cry1IaF3 (tabela 1) e o T2, 

que é complementar ao T1 (RODRIGUES et al., 2001). Para a reação de PCR foram 

utilizados 5 μL do tampão 10 X da enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia), 2 μL da 

mistura dos quatro dNTPs (10 mM cada), 2 μL de cada um dos oligonucleotídeos (a 10 

μM), 2 μL do cDNA respectivo, uma unidade da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) 

e água “Milli-Q” para um volume final de 50 μL. O programa da PCR utilizado para a 

amplificação foi: 94ºC/5 min, 30 ciclos de 95ºC/1min, 54ºC/1min e 30 s, 72ºC/1min e 30 s 

uma extensão final de 72ºC/7 min. Os produtos das reações de PCR foram analisados em 

géis de agarose a 1,5%.  

Para confirmação da especificidade do fragmento obtido, o mesmo foi eluído do 

gel, utilizando-se o kit  SephaglasTMBandprep Kit (Pharmacia), seguindo as 

 



recomendações do fabricante, digerido com enzima de restrição Eco RI (Amersham) e 

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

5 – Produção de anti-soro policlonal contra Cry1I: O soro imune foi preparado 

utilizando uma cobaia (coelho macho) de 3 meses de vida, ao qual foi inoculada sub-

cutâneamente com 300 μL de solução contendo a proteína Cry1Ia (65 kDa) como 

antígeno. A solução contendo a proteína Cry1Ia foi obtida a partir de uma banda 

correspondente à proteína em um gel de SDS-PAGE 12%. Após a eletroforese, a banda 

foi retirada do gel e homogeneizada em 200 μL de tampão PBS 1X com auxílio de um 

homogenizador (Homogenizer Glas-Col). Primeiramente, coletou-se uma alíquota de soro 

pré-imune para testes posteriores. Foram feitas três imunizações com intervalos de 15 

dias segundo protocolo descrito por Harlow e Lane (1988) e em todas as imunizações 

utilizou-se 200 μL da proteína homogeneizada em PBS 1X. Decorridos 40 dias da 

primeira imunização, foram coletados cerca de 10 mL de sangue arterial por meio de 

punção cardíaca, o soro foi obtido por centrifugação do material a 5.000 x g por 20 min e 

estocado em alíquotas com 50% de glicerol a -20 °C. (HARLOW; LANE, 1988; 

SAMBROOK et al., 2001).  

 

6 – Análise da expressão da proteína Cry1Ia: Células BTI-Tn5B1-4 (106 células) foram 

infectadas separadamente com os vírus vSyngalVI-, AcMNPV, vAcBtm e vSynBtCry1Ia 

(10 pfu/célula), e a 72 h.p.i., transferidas para tubo de microcentrífuga e centrifugadas a 

5000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento de células foram 

adicionados 100 μL de tampão de amostra de proteína com 50% de β-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 solução de 40% de metanol e 10% de ácido 

acético e Comassie blue 0,1%, por cerca de 16 h, sob leve agitação e descorado em 

solução de 40% de metanol e 10% de ácido acético por 2 h, sob leve agitação. O outro foi 

utilizado para transferência das proteínas para uma membrana de PVDF (Millipore), para 

o experimento de imuno-detecção (“Western-blot”), de acordo com Harlow e Lane (1988). 

As proteínas foram transferidas para membrana de PVDF, usando-se o aparato de 

transferência 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 vírus 

vSynBtCry1Ia e não infectadas. 

 

7 – Bioensaio com a proteína recombinante: Larvas de terceiro instar de S. frugiperda 

(1.500) foram infectadas através de aplicação de injeção subcutânea contendo cerca de 

10 μL do vírus recombinante vSynBtCry1Ia (108 pfu/mL). Após cinco dias, as larvas foram 

homogeneizadas em 1 mL de água para cada 10 larvas. O homogeneizado foi filtrado em 

lã de vidro e a suspensão foi centrifugada a 10.000 x g por 30 min. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento foi ressuspendido em uma solução de 100 mM de EDTA, 

40mM de EGTA e 1,0 mM de PMSF. A dosagem de proteína foi feita com o reagente 

Bradford da Bio Rad (BRADFORD, 1976). Como havia tanto cristais da proteína Cry1Ia 

como poliedros (oclusão protéica contendo vírus característica dos baculovirus) na 

suspensão, um gel de poliacrilamida foi montado contendo 15 �L da suspensão e 

analisado por eletroforese. Após a eletroforese, o gel foi corado como descrito acima e a 

banda protéica referente à proteína Cry1Ia foi quantificada proporcionalmente em relação 

às proteínas da solução 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 

proteína 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). Após solidificação da 

dieta, foram feitos 25 furos. Em cada furo foi colocada uma larva neonata. Foram testadas 

cinco doses (100 μg/mL, 50 μg/mL, 20 μg/mL, 10 μg/mL e 05 μg/mL) e mais um controle. 

O bioensaio foi mantido em câmara de incubação com fotofase de 14/10h e a uma 

temperatura de 27°C. Uma semana após, fez-se a leitura do bioensaio e se determinou a 

CL50, através de análise de Probits (FINNEY, 1971). Para comparação dos resultados 

obtidos, foram feitos ensaios com a linhagem S1122 de B. thuringiensis tenebrionis (Btt), 

que é a linhagem padrão tóxica para insetos da ordem Coleoptera. Para o ensaio com a 

essa linhagem, foi utilizada a cultura total, já que a proteína Cry1Ia não cristaliza e 

provavelmente se perderia durante a purificação dos cristais. A preparação da estirpe 

S1122 foi feita segundo Praça et al. (2003). Depois do processamento da amostra, 

realizou-se a dosagem de proteína 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 Praça et al. (2003). Para tal, foram preparadas dez doses seriadas (10-1 a 10-

10), sendo que a primeira dose possuía uma concentração de 20 μg de proteína/mL da 

 



proteína recombinante e da estirpe S1450 (Btk), que é a estirpe padrão para insetos da 

ordem Lepdoptera. Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de Probits 

(Finney, 1971) e a concentração letal (CL50) foi determinada. A estirpe S1450 foi 

processada da mesma forma que a S1122. 

 

8 – Análise estrutural de prováveis cristais da proteína recombinante Cry1Ia: Cristais 

oriundos do extrato de S. frugiperda infectadas com o vírus recombinante vSynBtCry1I 

Foram fotografados em um microscópio Leika MPS 60, com contraste de fases. Para 

microcopia eletrônica de varredura, 100 μL do homogeneizado de extrato de lagartas de 

S. frugiperda infectadas com o vírus vSynBtCry1I, foi centrifugado a 10.000 x g, o 

sobrenadante descartado e o sedimento depositado sobre suportes metálicos. As 

amostras foram secas ao ar e cobertas com ouro por 180 s, utilizando-se metalizador 

EMITECH modelo K550 e observadas em microscópio eletrônico de varredura Zeiss 

modelo DSM 962.  

 

9 – Análise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculadas com a proteína 
recombinante Cry1Ia: Quinze larvas de quarto instar de A. grandis foram alimentadas 

com dieta artificial contendo 115 μg de proteína recombinante Cry1Ia por mL de dieta. As 

larvas foram coletadas com 24, 48 e 72 horas após ingestão da dieta e os intestinos 

removidos, fixados e processados para microscopia eletrônica de transmissão segundo 

protocolo descrito por Bozzola e Russel, (1992). Foram feitos cortes de 80 nm em 

ultramicrótomo automático Leika ultracut UCT e montados em tela de níquel de 200 mesh. 

As amostras foram visualizadas em microscópio eletrônico de transmissão Jeol 1011 e as 

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

 

10 – Modelagem da proteína Cry1Ia: A seqüência do gene cry1Ia foi submetida a uma 

tradução e, posteriormente, foi avaliada para modelagem através de homologia, com 

auxílio de ferramentas de bioinformática. (CBS, 2005). Foram obtidas quatro possíveis 

estruturas de proteínas, para que servissem de base à modelagem. A proteína Cry3A 

código PDB 1DLC foi escolhida por se tratar do modelo mais realístico (EUROPEAN..., 

2005). Com base nesta estrutura, o modelo teórico para a proteína Cry1Ia foi construído. 

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 cry1Ia: Oligonucleotídeos espeficos (tabela 

1) foram usados para a amplificação do gene cry1Ia (dados não mostrados) em uma 

reação de PCR a partir do DNA da estirpe de Bacillus thuringiensis S1451. O fragmento 

amplificado de 2,1 pKb foi, então clonado no vetor pGEM-T easy, originando o plasmídeo 

pGEMBtcry1Ia. (dados não mostrados) e seqüenciado. A análise do sequenciamento 

revelou que este gene possui uma ORF de 2.196 pb que potencialmente codifica para 

uma proteína de 731 aminoácidos (fig. 1)  possuindo 99% de identidade com a seqüência 

do gene cry1Ia descrita por Tailor et al. (1992) (Genbank acesso .X62821). Apenas cinco 

nucleotídeos diferentes foram encontrados ao longo de sua seqüência. Três das cinco 

diferenças de nucleotídeos resultaram na mudança de três aminoácidos (K514N, N578S e 

F602S) na seqüência da proteína (Fig. 2), sendo que, as outras duas mutações não 

implicaram em mudança do aminoácido. 
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Figura 1 – Esquema mostrando o locus do gene da poliedrina nos plasmídeos 

pSynXIVX3+, pSynBtCry1Ia e vírus vSyngalVI e vSynBtCry1Ia. O plasmídeo  

pSynXIV+X3 foi usado para clonagem do gene cry1Ia no sítio de Eco RI formando o 

plasmídeo pSynBtCry1Ia que foi co-transfectado em células de inseto, juntamente com o 

DNA do vírus vSyngalVI- para construção do vírus recombinante vSynBtCry1Ia. Os genes 

Pol (poliedrina), lac-Z (b-galactosidase)e cry1Ia estão indicados na figura. Além disso, os 

promotores PXIV, Ppol e PSyn, que controlam a expressão desses genes também  estão 

indicados na figura. 



 

 

 

                                              * 
     EcoRI        BamHI      M  K  L  K  N  Q  D  K  H  Q  S  F  S  S  N  A  K  V  D  K  I  S  T  D  S  L  K  N       
 -36 gaattcactagtgattgtataagtggagggatccatatgaaactaaagaatcaagataagcatcaaagtttttctagcaatgcgaaagtagataaaatctctacggattcactaaaaaat 84 
                     Cry1IaF 
     E  T  D  I  E  L  Q  N  I  N  H  E  D  C  L  K  M  S  E  Y  E  N  V  E  P  F  V  S  A  S  T  I  Q  T  G  I  G  I  A  G   
  87 gaaacagatatagaattacaaaacattaatcatgaagattgtttgaaaatgtctgagtatgaaaatgtagagccgtttgttagtgcatcaacaattcaaacaggtattggtattgcgggt 204 
     K  I  L  G  T  L  G  V  P  F  A  G  Q  V  A  S  L  Y  S  F  I  L  G  E  L  W  P  K  G  K  N  Q  W  E  I  F  M  E  H  V   
 205 aaaatacttggtaccctaggcgttccttttgcaggacaagtagctagtctttatagttttatcttaggtgagctatggcctaaggggaaaaatcaatgggaaatctttatggaacatgta 324 
     E  E  I  I  N  Q  K  I  S  T  Y  A  R  N  K  A  L  T  D  L  K  G  L  G  D  A  L  A  V  Y  H  D  S  L  E  S  W  V  G  N   
 325 gaagagattattaatcaaaaaatatcaacttatgcaagaaataaagcacttacagacttgaaaggattaggagatgccttagctgtctaccatgattcgcttgaaagttgggttggaaat 444 
                                Cry1IaR4 
     R  N  N  T  R  A  R  S  V  V  K  S  Q  Y  I  A  L  E  L  M  F  V  Q  K  L  P  S  F  A  V  S  G  E  E  V  P  L  L  P  I   
 445 cgtaataacacaagggctaggagtgttgtcaagagccaatatatcgcattagaattgatgttcgttcagaaactaccttcttttgcagtgtctggagaggaggtaccattattaccgata 564 
     Y  A  Q  A  A  N  L  H  L  L  L  L  R  D  A  S  I  F  G  K  E  W  G  L  S  S  S  E  I  S  T  F  Y  N  R  Q  V  E  R  A   
 565 tatgcccaagctgcaaatttacatttgttgctattaagagatgcatctatttttggaaaagagtggggattatcatcttcagaaatttcaacattttataaccgtcaagtcgaacgagca 684 
                                                       Cry1IaF1 
     G  D  Y  S  D  H  C  V  K  W  Y  S  T  G  L  N  N  L  R  G  T  N  A  E  S  W  V  R  Y  N  Q  F  R  R  D  M  T  L  M  V   
 685 ggagattattccgaccattgtgtgaaatggtatagcacaggtctaaataacttgaggggtacaaatgccgaaagttgggtacgatataatcaattccgtagagacatgactttaatggta 804 
     L  D  L  V  A  L  F  P  S  Y  D  T  Q  M  Y  P  I  K  T  T  A  Q  L  T  R  E  V  Y  T  D  A  I  G  T  V  H  P  H  P  S   
 805 ctagatttagtggcactatttccaagctatgatacacaaatgtatccaattaaaactacagcccaacttacaagagaagtatatacagacgcaattgggacagtacatccgcatccaagt 984 
     F  T  S  T  T  W  Y  N  N  N  A  P  S  F  S  A  I  E  A  A  V  V  R  N  P  H  L  L  D  F  L  E  Q  V  T  I  Y  S  L  L   
 985 tttacaagtacgacttggtataataataatgcaccttcgttctctgccatagaggctgctgttgttcgaaacccgcatctactcgattttctagaacaagttacaatttacagcttatta 1104 
                                Cry1IaR3 
     S  R  W  S  N  T  Q  Y  M  N  M  W  G  G  H  K  L  E  F  R  T  I  G  G  T  L  N  I  S  T  Q  G  S  T  N  T  S  I  N  P   
1105 agtcgatggagtaacactcagtatatgaatatgtggggaggacataaactagaattccgaacaataggaggaacgttaaatatctcaacacaaggatctactaatacttctattaatcct 1224 
     V  T  L  P  F  T  S  R  D  V  Y  R  T  E  S  L  A  G  L  N  L  F  L  T  Q  P  V  N  G  V  P  R  V  D  F  H  W  K  F  V   
1225 gtaacattaccgttcacttctcgagacgtctataggactgaatcattggcagggctgaatctatttttaactcaacctgttaatggagtacctagggttgattttcattggaaattcgtc 1344 
                                         Cry1IaF2 
     T  H  P  I  A  S  D  N  F  Y  Y  P  G  Y  A  G  I  G  T  Q  L  Q  D  S  E  N  E  L  P  P  E  A  T  G  Q  P  N  Y  E  S   
1345 acacatccgatcgcatctgataatttctattatccaGggtatgctggaattgggacgcaattacaggattcagaaaatgaattaccacctgaagcaacaggacagccaaattatgaatct 1464 
     Y  S  H  R  L  S  H  I  G  L  I  S  A  S  H  V  K  A  L  V  Y  S  W  T  H  R  S  A  D  R  T  N  T  I  E  P  N  S  I  T   
1465 tatagtcatagattatctcatataggactcatttcagcatcacatgtgaaagcattggtatattcttggacgcatcgtagtgcagatcgtacaaatacaattgagccaaatagcattaca 1584  
                    K 
     Q  I  P  L  V  N  A  F  N  L  S  S  G  A  A  V  V  R  G  P  G  F  T  G  G  D  I  L  R  R  T  N  T  G  T  F  G  D  I  R   
1585 caaataccattagtaaaTgctttcaatctgtcttcaggtgccgctgtagtgagaggaccaggatttacaggtggggatatccttcgaagaacgaatactggtacatttggggatatacga 1704 
                                 Cry1IaR2                                                   N 
     V  N  I  N  P  P  F  A  Q  R  Y  R  V  R  I  R  Y  A  S  T  T  D  L  Q  F  H  T  S  I  S  G  K  A  I  N  Q  G  N  F  S    
1705 gtaaatattaatccaccatttgcacaaagatatcgcgtgaggattcgctatgcttctaccacagatttacaattccatacgtcaattaGcggtaaagctattaatcaaggtaatttttca 1824 
                                            F 
     A  T  M  N  R  G  E  D  L  D  Y  K  T  S  R  T  V  G  F  T  T  P  F  S  F  L  D  V  Q  S  T  F  T  I  G  A  W  N  F  S   
1825 gcaactatgaatagaggagaggacttagactataaaacctCtagaactgtaggctttaccactccatttagctttttagatgtacaaagtacattcacaataggtgcttggaacttctct 1944 
                                         Cry1IaF3                                     Cry1IaR1 
     S  G  N  E  V  Y  I  D  R  I  E  F  V  P  V  E  V  T  Y  E  A  E  Y  D  F  E  K  A  Q  E  K  V  T  A  L  F  T  S  T  N   
1945 tcaggtaacgaagtttatatagatagaattgaatttgttccggtagaagtaacatatgaggcagaatatgattttgaaaaagcgcaagagaaggttactgcactgtttacatctacgaat 2064 
     P  R  G  L  K  T  D  V  K  D  Y  H  I  D  Q  V  S  N  L  V  E  S  L  S  D  E  F  Y  L  D  E  K  R  E  L  F  E  I  V  K   
2065 ccaagaggattaaaaacagatgtaaaggattatcatattgaccaggtatcaaatttagtagagtctctatcagatgaattctatcttgatgaaaagagagaattattcgagatagttaaa 2184 
     Y  A  K  Q  L  H  I  E  R  N  M  *  BamHI      EcoRI         
2185 tacgcgaaGCaactccatattgagcgtaacatgtagggatccaatcgaattc                                                                     2236 
                                        Cry1IaR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2 – Seqüência completa do gene cry1Ia. Os oligonucleotídeos Cry1IaF, Cry1IaF3e 

Cry1IaR que se anelam nas posições 17-39, 1837-1854 e 2182-2212, respectivamente, 

estão indicados na figura. Os nucleotídeos e os aminoácidos (K514N, N578S e F602S) 

que se diferem da seqüência padrão do gene cry1Ia, depositada no Genbank (acesso 

n.°X62821), Tailor et al. (1992), estão mostrados em negrito. Os oligonulceotídeos 

Cry1aF1, Cry1aF2, Cry1aR1, Cry1aR2, Cry1aR3 e Cry1aFR4 que foram usados para o 

sequênciamento do gene cy1Ia estão também mostrados na figura.  Em itálico estão os 

aminoácidos, correspondentes a seqüência original descrita por Tailor et al. (1992). Os 

asteriscos indicam os códons ATG e TGA, que correspondem, respectivamente, aos 

códons de iniciação e de terminação do gene cry1Ia. A ORF deste gene é formada por 

2196 nucleotídeos, que correspondem a 731 aminoácidos.

 
2 – Construção e purificação do baculovírus recombinante vSynBtCry1Ia: O gene 

cry1Ia foi removido do plasmídeo pGEMBtcry1Ia e clonado no vetor de transferência 

pSynXIVX3+ (fig.1), ficando sob comando do promotor da poliedrina modificado (PXIV) 

(WANG et al., 1991). O vetor de transferência foi co-transfectado com o DNA do vírus 

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

 



vSynBtCry1Ia (fig. 1) foi purificado. O vírus vSynBtCry1Ia expressa a proteína Cry1Ia ao 

mesmo tempo em que expressa a poliedrina. Logo, a purificação do vírus recombinante 

se deu pela observação de poliedros nas células infectadas com o sobrenadante da co-

transfecção e das diluições em placas de 96 poços (dados não mostrados).  

 
 
3 – Análise transcricional do gene cry1Ia expresso em células de inseto: RNA total 

de células de inseto infectadas (72 h p.i.) com o vírus vSynBtCry1Ia foi usado em uma 

reação de RT-PCR com oligonucleotídeos específicos para a cauda poli-A e para o gene 

cry1Ia 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 análise de restrição 

do fragmento de RT-PCR com a enzima Eco RI confirmou ser este um fragmento 

correspondente ao gene cry1Ia, gerando dois novos fragmentos um de aproximadamente 

281 pb e outro de 194 pb (Fig. 3). 

 
Figura 3 – Eletroforese em gel 1,0% com produto 

de amplificação de RT-PCR do gene cry1Ia com os 

oligonucleotídeos cry1IaF3 e T2 (poços 2 e 3): 1- 

Marcador 100 bp DNA Ladder (Amersham), 2- 

controle (sem DNA), 3- cDNA (cry1Ia), 4- digestão 

da banda correspondente ao gene cry1Ia da RT-

PCR com enzima Eco RI. A seta indica o 

fragmento de aproximadamente 450 pb 

correspondente à região 3´ do gene cry1Ia. A 

especificidade do fragmento amplificado é 

mostrada no poço 4, onde a digestão do fragmento 

de 450 pb gerou um fragmento de 

aproximadamente 281 pb, que é a distância entre 

o oligonucleotídeo cry1IaF3 e o sítio de Eco RI que 

está localizado a 281 b do mesmo, perto do final 

do gene.   
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4 – Análise da expressão da proteína Cry1Ia em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e 
Imuno-detecção: Células de inseto e insetos foram infectadas com diferentes vírus 

recombinantes e os extratos foram analisados a 72 h p.i. e 120 h p.i, respectivamente, por 

SDS-PAGE e imunodetecção com um anticorpo anti-Cry1Ia. O gel de SDS-PAGE e a 

imuno-detecção revelaram a presença de uma banda de aproximadamente 65 kDa em 

extratos de insetos infectados com o vírus recombinantes. 
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Figura 4: Análise da expressão da proteína Cry1Ia: (A) SDS-PAGE a 12%: 1 Marcador 

(Promega), 2 – Extrato de células BTI-Tn5B1-4 mock (não 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 vSynBtCry1Ia, 7 – Extrato de  larva de 

S. frugiperda não infectada, 8 – Extrato de S. frugiperda infectada com vSynBtCry1Ia. (B) 

Imunobloting com antisoro anti-Cry1Ia. 1 Marcador (Promega), 2 – Extrato de células  

BTI-Tn5B1-4 mock (não 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 vSynBtCry1Ia, 7 – Extrato de  larva de S. frugiperda não infectada, 8 – 

Extrato de S. frugiperda infectada com vSynBtCry1Ia. Setas indicam a proteína de 65 kDa 

nos extratos de S. frugiperda infectada com o vírus vSynBtCry1Ia. 
 

 



5 – Bioensaiso com proteína recombinante Cry1Ia: Larvas neonatas de A. grandis 

foram colocadas, separadamente  em dieta artificial contendo várias quantidades de 

proteína recombinante Cry1Ia e uma semana depois, a CL50, foi determinada (tabela 2). 

Tabela 2 – Determinação da CL50 da proteína recombinante Cry1Ia contra Anthonomus 

grandis. A tabela mostra o resultado de três diferentes ensaios e resultados de CL50 da 

proteína Cry1Ia contra A. grandis, com base em três repetições. Sendo n: número de 

indivíduos testados e CL50: concentração letal para 50% da população 
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S1122

a resultados de CL50 da proteína Cry1Ia contra A. grandis, com base em três 

repetições 

b Números entre parênteses referem-se ao intervalo de confiança a 95%. 

 

 

 

Os resultados obtidos indicam que a toxina do recombinante foi cerca de 15 vezes mais 

tóxica que a estirpe padrão para insetos da ordem Coleoptera comparando-se a mesma 

quantidade de proteína total. Foi testada também a atividade de poliedros do vírus 

selvagem AcMNPV (dados não mostrados), que não demonstrou atividade contra o 

bicudo do algodoeiro, indicando não serem os poliedros os responsáveis pela 

patogenicidade ao inseto. A toxina também foi testada contra Anticarsia gemmatalis, 

Plutella xylostella (dados não mostrados) e Spodoptera frugiperda, para avaliar sua 

atividade contra insetos da ordem Lepidoptera, para os dois primeiros insetos a toxina não 

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

 



CL50 foi de até 160 vezes menor quando comparado à linhagem padrão para insetos da 

ordem Lepdoptera (Btk), que também possui a proteína Cry1Ia (tabela 3). 

Tabela 3 – Determinação da CL50 da proteína recombinante Cry1Ia contra Spodoptera 

frugiperda. A tabela mostra o resultado de três diferentes boensaios da proteína Cry1Ia 

contra S. frugiperda, com base em três repetições . Sendo n: número de indivíduos 

testados e CL50: concentração letal para 50% da população 
 

0,132 (0,101-22,456)24

3,457 (0,711-15,08)725,088 (0,927-19,065)24

2,124 (1,076-3,74)24Btk

0,533 (0,437-17,371)24

0,0289 (0,032 – 3,310)720,125 (0,004-3,062)24

0,312 (0,020-8,774)b24Cry1Ia

CL50 (μg/mL)anCL50 (μg/mL)nStrain

0,132 (0,101-22,456)24

3,457 (0,711-15,08)725,088 (0,927-19,065)24

2,124 (1,076-3,74)24Btk

0,533 (0,437-17,371)24

0,0289 (0,032 – 3,310)720,125 (0,004-3,062)24

0,312 (0,020-8,774)b24Cry1Ia

CL50 (μg/mL)anCL50 (μg/mL)nStrain
 

 

 

 

 

 

 

a resultados de CL50 da proteína Cry1Ia contra A. grandis, com base em três 

repetições 

b Números entre parênteses referem-se ao intervalo de confiança a 95%. 

 



6 – Análise estrutural de prováveis cristais da proteína recombinante Cry1Ia 

 Extrato de larvas de S. frugiperda infectadas com o vírus recombinante 

vSynBtCry1Ia foram analisados por microscopia de luz comum (fig. 5A) e eletrônica de 

varredura (fig. 5B), mostrando a presença de grandes cristais cubóides de vários 

tamanhos, provavelmente derivados da cristalização da proteína recombinante Cry1Ia.  
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Figura 5: Análise estrutural de cristais presentes em larvas de S. frugiperda infectadas 

com o vírus recombinante vSynBtCry1Ia. A. Microscopia de contraste de fase 

mostrando um provável cristal da proteína Cry1Ia formado em larvas de S. frugiperda; 

B. Microscopia eletrônica de varredura dos prováveis cristais (seta) formados pela 

proteína Cry1Ia, mostrando no detalhe os cristais, em formato cubóide. 

 

 

 

 

 
6.1 – Análise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculadas com a proteína 
recombinante Cry1Ia: A proteína recombinante Cry1Ia foi altamente tóxica para as 

células do intestino de A. grandis, destruindo a integridade celular e as microvilosidades 

(fig. 6), não sendo possível a identiicação de organelas citoplasmáticas, tais como 

mitocôndrias mostrando o efeito citotóxico dessa proteína. 
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 Figura 6 – Efeito tóxico da proteína recombinante Cry1Ia no intestino de A. grandis. A, 

Intestino de larva A. grandis controle, sem tratamento com a proteína Cry1Ia. B,  

Intestino de larva alimentada com dieta artificial contendo 115 μg/mL da proteína Cry1Ia 

(48 h pós-inoculação). MV, microvilosidadess. 

 

 

 

 

 

 

7 – Modelagem da proteína Cry1Ia: A figura 7A mostra o modelo teórico proposto para a 

proteína Cry1Ia evidenciando a região N-terminal localizada no domínio I da proteína e a 

região C-terminal, localizada no domínio III da proteína. Na figura 7B verifica-se em 

detalhe, o domínio I formado por sete α-hélices, sendo seis anfipáticas e a central 

hidrofóbica. O domínio III é mostrado detalhadamente na figura 7C. Nela observa-se que 

estão localizados os três aminoácidos que se diferem da seqüência padrão o gene cry1Ia, 

descrita por Tailor et al. (1992). O modelo teórico para proteína Cry1Ia (Fig. 7A) foi feito 

com base na proteína Cry3A, por ter se demonstrado o modelo mais realístico. Após a 

modelagem, foi construído um Plot de Ramachandran (dado não mostrado), que apontou 

o modelo como sendo favorável por possuir 89,6% de resíduos favoráveis, 6,7% de 

resíduos em regiões permitidas e 3,7% de resíduos desfavoráveis. 
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Figura 7: A – Estrutura tridimensional (modelo teórico) para a proteína Cry1Ia, produzida 

por modelagem molecular por homologia a partir da δ-endotoxina Cry3A código PDB 

1DLC. Visualizada através do programa WebLab ViewerLite 3.7 da Molecular Simulations 

Inc; B - Detalhe do domínio I da proteína Cry1Ia, mostrando as sete α-hélices, sendo seis 

anfipáticas e a central hidrofóbica; C - Detalhe do domínio III da proteína cry1Ia, 

mostrando os três pontos de mutação nos resíduos de aminoácidos, nas posições 

K514N, N578S e F602S da proteína Cry1Ia relativos à seqüência descrita neste trabalho. 

 

Discussão: 

 O gene cry1Ia da estirpe brasileira de B. thuringiensis S1451 foi clonado e 

seqüenciado. A seqüência do gene revelou uma identidade de 99% com relação a 

seqüência do gene cry1Ia, depositada no Genbank (acesso X62821), Tailor et al. (1992).  

 A proteína Cry1Ia normalmente não se cristaliza, pois se trata de uma proteína que 

é secretada. Kostichka et al. (1996), demonstraram em seus trabalhos que esta é uma 

proteína secretada na fase inicial da esporulação. Por isso, não pode ser acumulada nem 

detectada na célula após o estágio T5 da esporulação (TOUNSI et al., 2003; SONG et al., 

2003).  

 Em algumas estirpes de B. thuringiensis, o gene cry1Ia pode ser detectado por 

PCR, entretanto, nem seu transcrito, nem a proteína são detectados. Alguns estudos 

demonstraram que este gene pode estar silenciado em certas estirpes de B. thuringiensis 

por estar localizado a jusante a genes cry1 e um forte terminador transcricional pode está 

 



presente no intervalo de seqüências dos genes cry1 e cry1I (SONG et al., 2003; SHIN et 

al., 1995; GLEAVE et al., 1993; TAILOR et al., 1992). 

 A maioria dos genes de B. thuringiensis são transcritos por um ou ambos 

promotores BtI ou BtII, dependendo do estágio de esporulação. Tounsi et al. (2003), 

demonstraram em seus trabalhos que existe uma região promotora isolada para o gene 

cry1Ia para uma estirpe de B. thuringiensis sub. kurstaki. Eles verificaram que a 

seqüência identificada como promotora possui alta homologia com muitos promotores 

genes específicos de Bacillus subtilis, que estão sob o controle do fator de transcrição σ E. 

Muitos genes cry de Bt estão sob o controle do fator de transcrição σ 35, que é homólogo 

ao σ E, sugerindo que o gene cry1Ia, quando expresso, é transcrito por uma holoenzima E 

σ35.    

 Diferentemente do que ocorre em B. thuringiensis, a proteína Cry1Ia expressa pelo 

vírus recombinante no citoplasma de células de inseto teve a capacidade de se cristalizar. 

Como o promotor da poliedrina modificado (pXIV) utilizado para expressão da proteína 

recombinante é um promotor forte, a hiper-expressão da proteína Cry1Ia pode ter 

contribuído para a cristalização da proteína no citoplasma celular. Além disso, algumas 

proteínas chaperonas podem estar sendo recrutadas para o dobramento, resultando na 

formação de cristais cubóides.  

 Quando expresso, o gene cry1Ia codifica uma proteína de 81 kDa, em B. 

thuringiensis. Essa proteína é 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 proteína cristal produzida em larvas de inseto, pelo recombinante foi detectada 

por SDS-PAGE como um polipeptídio de 65 kDa, indicando que enzimas do próprio inseto 

podem estar clivando a proteína na porção C-terminal e, por isso, só se detectou o 

polipeptídio correspondente à toxina ativa (CHOI et al., 2000; SHIN et al., 1995; GLEAVE 

et al., 1993). 

 Os experimentos de imunodetecção com o soro anti-Cry1Ia mostraram marcação 

na banda de 65 kDa (Figura 4B) correspondente à proteína Cry1Ia. A proteína somente foi 

detectada nos extratos de insetos infectados com o recombinante. Não houve marcação 

nos extratos de células infectadas com o vírus recombinante, provavelmente devido à 

 



baixa concentração de proteína e à baixa concentração de anticorpo presente no soro 

utilizado. 

 Análise ultraestrutural de intestinos de A. grandis inoculados com a proteína 

recombinante Cry1Ia mostrou a resposta citopatológica das células intestinais à 

administração da proteína. Nas amostras controle (Fig. 6A ) foi possível visualizar as 

microvilosidades, os núcleos bem individualizados (dados não mostrados), a presença de 

organelas, mostrando a organização celular. Já nas amostras tratadas (Fig. 6B), tanto em 

24h (dados não mostrados), 48h e 72 h (dados não mostrados) após a ingestão de 

proteína, os intestinos apresentavam-se bastante danificados, não sendo possível à 

identificação de organelas. As microvilosidades estavam em parte destruídas e havia 

descolamento da membrana basal. Foi possível identificar dilatação de endomembranas. 

 Bauer e Pankratz (1992) descreveram em seu trabalho, o efeito da ação de B. 

thuringiensis sub. san diego, no intestino de larvas de Chrysomela scripta e descreveram 

mudanças morfológicas no intestino médio, muito semelhantes aos descritos neste 

trabalho. A análise ultraestrutural das células intestinais apresentadas no trabalho de 

Bauer e Pankratz (1992), revelaram a presença de grandes espaços intercelulares e 

intracelulares, lise dos componentes citoplasmáticos, presença de vesículas autofágicas, 

descolamento da membrana basal e expansão das microvilosidades. 

 A proteína recombinante Cry1Ia foi testada contra larvas neonatas de A.grandis e 

mostrou uma atividade inseticida significativa. Quando foi adminstrado a mesma 

quantidade de proteína recombinante e proteína total da estirpe padrão (Btt), a atividade 

tóxica da proteína recombinante foi cerca de quinze vezes maior. Isso pode ser explicado 

parcialmente pela possível menor quantidade de proteína Cry presente na preparação da 

estirpe padrão. Os ensaios com a estirpe padrão foram feitos com cultura total, uma vez 

que em estirpes de Bt, a proteína Cry1Ia não se cristaliza, sendo então secretada no meio 

de cultura. Desta forma, se os cristais fossem purificados, provavelmente se perderia a 

fração da cultura que contém a proteína de interesse. Os ensaios mostraram (tabela 2) 

que a CL50 para a proteína Cry1Ia foi de 0,0215 mg/mL (G= 0,034 e p < 0,01), indicando 

ser uma proteína bastante promissora para o controle do bicudo do algodoeiro. Podendo 

futuramente, ter seu gene inserido em cultivares de algodão para o controle desta praga. 

Os testes com A. gemmatalis e P. xylostella não mostraram resultados significativos, 

porém quando testada contra S. frugiperda o resultado foi significativo. Os ensaios 

mostraram (tabela 3) que a CL50 para a proteína Cry1Ia foi de 0,289 μg/mL (G= 0,182 e p 

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

 



cartucho-do-milho. Assim sendo, poder-se-á construir uma cultivar de algodão que 

expresse a proteína Cry1Ia, 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 necessária uma dose de 

195 μg/mL da toxina Cry1Ia, não-processada (polipeptídio de 81kDa), para matar 60% da 

população testada de Leptinotarsa decemlineata e 16 μm/mL foi suficiente para matar 

100% da população testada de Ostrinia nubilalis. Shin et al. (1995), demonstraram que a 

proteína Cry1Ia é ativa contra Bombyx mori apresentando uma CL50 de 10,9 μg/mL e 

contra P. xylostella uma CL50 de 17,4 μg/mL. Em 2000, Choi et al., também demonstraram 

atividade da proteína Cry1Ia contra B. mori (CL50 de 7,08 μg/mL) e contra P. xylostella 

(CL50 de 2,57 μg/mL). Estes resultados encontrados para P. xylostella, se diferem dos 

reportados neste trabalho, provavelmente, pela diferença das populações testadas. Ainda 

não foi reportado na China, o aparecimento de resistência de P. xylostella a B. 

thuringiensis, diferente do Brasil, onde já foi detectado o aparecimento de algumas 

populações resistentes ao B. thuringiensis (CASTELO BRANCO e MELO, 2002). Uma vez 

que os insetos testados provêm de uma colônia formada a partir de populações de 

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

A seqüência da proteína Cry1Ia, deduzida a partir de sua seqüência de 

nucleotídeos, foi usada para predição do modelo estrutural teórico (fig. 7) com base na 

proteína Cry3A que mostrou ser o modelo mais realístico por apresentar 39% de 

identidade e 584 aminoácidos em posições favoráveis (CUFF et al., 2004).  

 A classe de proteínas Cry3 está 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 rombóides ou cubóides. Krieg et al., 

(1983), descreveram a primeira estirpe produtora de gene cry3. Estas proteínas são 

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

 Uma vez que a proteína Cry3A tenha demonstrado ser o modelo mais adequado 

para a dedução do modelo teórico da proteína Cry1Ia, pode ser que exista alguma relação 

entre as estruturas dessas duas proteínas. Essa comparação pode ser reforçada pelo fato 

de ambas as proteínas formarem cristais cubóides. Este evento pode estar relacionado à 

estrutura dessas proteínas, podendo-se deduzir, que toxinas ativas contra insetos da 

ordem Coleoptera tendem a formar cristais de formato cubóide ou rombóide.  

 



 O modelo teórico para a proteína Cry1Ia (fig. 7) revelou que os três aminoácidos 

que diferem da seqüência original descrita por Tailor et al. (1992), estão localizados no 

domínio III da proteína, no início do looping, podendo interferir, positivo, ou 

negativamente, na ligação da proteína ao receptor da membrana do intestino médio de 

insetos e, conseqüentemente na toxicidade da proteína. Para confirmar se realmente esta 

afirmação é válida seria necessária a realização de experimentos de mutação sítio 

dirigida, uma vez que a deleção ou a substituição destes aminoácidos poderia indicar se a 

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