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Resumo

O feijoeiro ocupa grande area cultivada e é uma das culturas de subsisténcia de grande
importancia na agricultura do pais. A cultura sofre grandes perdas na producaodevido ao
atagque de insetos-praga, entre as quais se destacam o Zabrotes subfasciatus e o
Acanthoscelides obtectus, que atacam graos armazenados. Estes carunchos causam
diversos danos aos graos, incluindo a destruicdo dos cotilédones, que reduz a massa das
sementes, além de favorecer a entrada de microorganismos e acaros por meio das galerias
feitas por suas larvas, comprometendo a qualidade comercial dos graos. Estratégias
biotecnoldgicas aplicada a prospeccao de genes visam disponibilizar novas moléculas como
ferramentas no desenvolvimento de plantas resistentes a insetos-praga. Dentro desse
objetivo, foi utilizada uma estratégia que combina duas metodologias (DNA shuffling e
Phage display) visando a evolugado in vitro de moléculas. Os genes 0 Af e [ AP para os
inibidores de a-amilases, isolados de sementes de Phaseolus vulgaris, foram utilizados na
construcdo de uma biblioteca combinatéria de moléculas de 0 Als,no qual foram
selecionados 11 genes para novos mutantes de inibidores de a-amilases que apressentaram

afinidade com a a-amilases de Z. subfasciatus. Esses genes foram introduzidos em plantas
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de Arabidopsis thaliana para a expressao de proteinas ativas e a atividade inibitéria foi
avaliada in vitro contra O-amilases de bruquideos. Os resultados mostraram que as novas
proteinas possuem especificidades diferentes dos inibidores originais, indicando a eficiéncia
da estratégia utilizada, na geracao de novos genes com potencial para serem utilizados no

controle de insetos-praga de armazenamento.



Abstract

Phaseolus vulgaris is one of the most important crops in agriculture. However, crop
production is affected significantly by bruchid larvae, such as Zabrotes subfasciatus and
Acanthoscelides obtectus which infest seeds of cultivated varieties of the common bean.
These bruchids cause various kinds of crops damage, including the destruction of the
cotyledon with resulting loss of seed weight, as well as facilitating the entry of
microorganisms and mites through the tunnels made by the larvae, thereby reducing the
quality of the beans. Biotechnology strategies aim to create new variant protein molecules
as tools for the production of plants that are resistant to bruchids. For this purpose a
combination of two techniques was applied, DNA shuffling and Phage Display, in the
search for new molecules which are active against pests of stored grains. The genes which
encode for alpha-amylase inhibitors, 0AI-1 and [0AI-2 of Phaseolus vulgaris were used to
construct a combinatorial library. 11 mutant genes of alpha-amylase inhibitors were
selected from this library using Z. subfasciatus alpha-amylase (ZSA). These genes were
used to transform plants of Arabidopisis thaliana in order to produce active proteins which
were tested /in vitro against the bruchid 0-amylases. The results showed new proteins with
different specificities from the original inhibitors. The strategy used in this work was

efficient to produce candidate genes to be used in the pest control of stored grains.



Introducéo

A cultura do feijoeiro ocupa uma area superior a 10 milhées de hectares, sendo a
leguminosa de maior importancia na alimentacdo de mais de 500 milhdes de pessoas na
América Latina e Africa. O Brasil é o maior produtor mundial de feijdo, e sua producdo
superou trés milhoes de toneladas na safra 2004/2005 (fonte: CONAB, 2007). No
entanto, essa cultura sofre perdas significativas na producao devido ao ataque de insetos-
praga. Dependendo da espécie da praga, da fase de desenvolvimento da cultura, da
cultivar plantada e da época do plantio do feijoeiro, os danos causados podem chegar a
100% (Fonte: Embrapa Arroz e Feijao, 2006).

Dentre as pragas de graos armazenados do feijoeiro estdo incluidos os bruquideos
(designados comumente de carunchos) Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides obtectus.
Estes insetos coledpteros sdo cosmopolitas, ocorrendo em todos os paises que cultivam o
feijoeiro, sendo que o Z. subfasciatus ocorre nas regides mais quentes dos trépicos,
enquanto que o A. obtectus é o principal caruncho do feijoeiro nas regides temperadas,
que tém clima ameno. A principal diferenca entre estas duas espécies de carunchos é que
a fémea de Z. subfasciatus coloca seus ovos aderidos as sementes, e a fémea do A.
obtectus coloca seus ovos dispersos entre os graos. Além disso, o A. obtectus pode iniciar
o ataque antes da colheita do feijao, colocando os ovos nas vagens, enquanto o Z.
subfasciatus s6 infesta os graos apdés a colheita, no armazenamento do feijdo. Esses
carunchos causam danos aos graos devido as galerias feitas por suas larvas, destruindo os
cotilédones, reduzindo a massa das sementes e favorecendo a entrada de microorganismos
e acaros. Também destroem o embrido, afetando a germinacao das sementes, além de
desvalorizar a qualidade comercial dos graos devido a presenca de insetos, ovos e
excrementos (fonte: Embrapa Arroz e Feijao, 2006).

Ao longo do tempo, as plantas desenvolveram diferentes estratégias para reduzir o ataque
de insetos, por meio de mecanismos de defesa, representados por antibiéticos, alcaldides,
terpenos, glicosideos cianogénicos, quitinases, 0-1,3 glucanases, lectinas, arcelinas,
vicilinas, sisteminas e inibidores de enzimas hidroliticas, tais como a-amilases e
proteinases, entre outras (Carlini & Grossi de Sa, 2002, Franco et al., 2002).

As [-amilases constituem uma familia de enzimas que catalisam a hidrélise de ligacoes
glicosidicas 0-1,4 do amido, glicogénio e outros carboidratos. Essas enzimas tém um papel
importante no metabolismo de carboidratos em plantas, animais e outros organismos
(Franco et al., 2002), sendo, portanto, essenciais para o crescimento e desenvolvimento
de muitos insetos. Existem varios relatos demonstrando a presenca destas enzimas em
insetos-praga com importancia agronémica, incluindo Callosobruchus maculatus (Campos
et al., 1989), Z. subfasciatus (Cardona et al., 1990; Grossi de S4, et al., 1997) e

Anthonomus grandis (Oliveira Neto et al., 2003).


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Feijao/FeijaoIrrigadoNoroesteMG/glossario.htm#p14

Em graos de feijao comum (Phaseolus vulgaris) existe a presenca de moléculas que os
protegem contra o ataque a certos bruquideos. Dentre as moléculas estao incluidas as
fitohemaglutininas, as arcelinas e os inibidores de enzimas digestivas (Chrispells. Raikhel,
1991, Sales et al, 2000). Os inibidores de 0-amilase (I Als) sdo uma importante familia
destas proteinas (Garcia Maroto et al., 1991), ocorrendo naturalmente em muitas plantas,
sendo particularmente abundantes em legumes e cereais (Franco et al., 2002, Carlini &
Grossi de Sa, 2002). Sao capazes de inibir a-amilases de insetos-praga, mamiferos e
microorganismos, mas nao inibem as a-amilases das plantas. Os aAls interferem no
processo digestivo causando diminuicao da assimilacdo de nutrientes por meio de ligacao
especifica as a-amilases presentes nos intestinos de insetos (Ryan, 1990).
Dentre os inibidores de enzimas digestivas, os inibidores I All e 0 AR foram bem
caracterizados molecular e bioquimicamente, diferindo em suas especificidades de
interacoes com diferentes 0-amilases. Entre eles, existe um grau de identidade seqliéncia de
aminodcidos de 78%. O 0 All é encontrado em feijao cultivado e inibe a 0-amilase
pancreatica de porco (PPA) (Silva et al., 2004), a 0-amilase salivar humana (HSA) (Ishimoto
Kitamura, 1989) e a [-amilase dos bruquideos Callosobruchus maculatus e Callosobruchus
chinensis, mas nao inibe a 0-amilase do caruncho do feijdo mexicano Z. subfasciatus (ZSA)
(Grossi de Sa et al., 1997, Silva et al., 2000, 2004), que representa um importante inseto-
praga de sementes maduras de feijao comum (Grossi de Sa et al., 1997). O 0 AR é
encontrado em feijao silvestre ndo comercializado e inibe fortemente apenas a ZSA (Grossi
de Sa et al., 1997, Silva et al., 2004). Particularmente, esses inibidores presentes em
graos de feijao necessitam de modificacdes pds-traducionais para se tornarem ativos
(Young et al., 1999, Prescott et al., 2005). Estes sao sintetizados no reticulo
endoplasmatico na forma de pré-proteina e, apés a perda do peptideo sinal, encaminham-
se para o Complexo de Golgi, onde sofrem glicosilacdes. Posteriormente, a proteina se
acumula nos vacuolos de reserva, onde é clivada por enzimas especificas no aminoéacido
Asn77, originando o inibidor maduro na forma de duas cadeias I (1412 kDa) e duas
cadeias 0 (1517 kDa) (Young et al., 1999).
Duas alcas principais dos aAl-1 e aAl-2 (N-terminal — residuos de 31 a 40 e C-terminal -
residuos de 181-190) estdo envolvidas na interacdo com as enzimas-alvo (Bompard-Gilles
et al., 1996; Silva et al. 2000). Quatro genes para mutantes foram construidos com o uso
da mutagénese sitio dirigida para inserir trocas de aminoacidos na seqliéncia das alcas N e
C-terminal do 0 AR, baseadas na seqiéncia do I All. As proteinas codificadas pelos genes
mutantes, mesmo contendo alta homologia com o inibidor 1 AR, quando expressadas em
plantas modelos de fumo nao mostraram atividade sobre a enzima ZSA. Contudo, a
alteracao realizada nessas moléculas recombinantes também nao resultou em atividade
sobre a enzima digestiva de mamiferos (PPA) (Silva et al., 2004). Os resultados desses
estudos indicaram a necessidade de pesquisa adicional envolvendo simultaneamente um
grande nimero de diferentes mutantes, para se elucidar a especificidade dessas moléculas.

O entendimento completo do mecanismo de inibicdo das 0-amilases é fundamental para o



desenho e a construcdo de inibidores de 0-amilases especificos para insetos-praga de
importancia econémica na agricultura.

No presente estudo, foi adotada uma estratégia inovadora para gerar simultaneamente uma
grande variedade de genes para mutantes de aAls, visando a selecao de moléculas
especificas e ativas contra pragas de interesse econdmico na agricultura. Os genes 01 Af e
0 A2 foram fragmentados e recombinados in vitro pela técnica DNA shuffling (Stemmer et
al., 1994; Zhao & Arnold, 1997). Para explorar amplamente a diversidade criada, o produto
do DNA shuffling foi combinado com a técnica Phage display (Barbas lll et al., 2001),
dando origem a uma biblioteca combinatéria de genes para mutantes de 0 Als. Esta
estratégia possibilitou a selecdo de onze genes variantes que apresentam afinidade pela
enzima ZSA. Estes novos genes variantes foram introduzidos em plantas de Arabidopsis e
as proteinas mutantes maduras apresentaram diferentes niveis de atividade inibitéria em
testes /in vitro contra as enzimas dos bruquideos (ZSA e [-amilase de A. obtectus - AOA) e
de mamiferos (PPA). Devido a diversidade apresentada, os novos genes representam
moléculas com potencial nos estudos de especificidade e elucidacdo do mecanismo de
interacdo enzima-inibidor envolvido no sistema planta-praga. Apds a caracterizacao
completa, os novos genes poderdo ser recombinados separadamente ou em grupos em
novos ciclos de DNA shuffling para melhorar as caracteristicas desejadas. Em acréscimo,
0s novos genes poderao ser inseridos em construcoes do tipo piramide (clonagem de
multigenes) para serem usados na transformacao de plantas para conferir resisténcia a

insetos-praga.

METODOLOGIA

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo especifico a geracado e selecao de genes mutantes
de inibidores de 0-amilases, utilizando-se a combinacao das metodologias de DNA shuffling
e Phage display. A obtencao de novas variantes de I Alsontribuirdo para os estudos de
especificidade de interacdo enzimas-inibidores e para a aplicacdo destes nos programas de
melhoramento de plantas visando o controle de insetos-praga de armazenamento, via

transgenia.

MATERIAL E METODOS

Producdao de genes para mutantes de 0 Als utilizando a técnicaDNA

shuffling



Com o objetivo de construir uma biblioteca combinatéria de mutantes de 0 Als, os gene§-
Al-71 ell AP isolados de sementes de P. vulgaris foram utilizados na aplicacdo da técnica
DNA shuffling (Stemmer, 1994; Zhao & Arnold, 1997) (Figura 1). Os genes foram
combinados na proporcao de 1:1, totalizando 100 g. A mistura foliofilizada, dissolvida em
tampao da enzima DNase | (50mM de Tris, p.H. 7.5; TmM de MnClz; O,Tmg/mL de BSA) e
digerida com 0,03 unidades da enzima durante 15 minutos, a 15° C. A reacéao foi
interrompida com a adicdo de 250mM de EDTA. O produto da fragmentacao dos genes
(fragmentos de 30 a 300pb) foi purificado de gel de agarose 2,5%.

O produto da digestdao com DNase | (10uL) foi utilizado na reacao de PCR sem adicao de
oligonucleotideos. Nessa reacado, que visa a recombinacao dos fragmentos de diferentes
tamanhos, foram utilizados 1X de tampéao da polimerase Taq Platinum High Fidelity
(Invitrogen), 0,4mM da mistura contendo os quatro dNTPs e O,1U da enzima Taq Platinum
High Fidelity (Invitrogen) para o volume de 25uL. As condicdes usadas na recombinacao
foram: 2 minutos a 95° C; seguidos de 42 ciclos de 1 minuto a 95°C; 1 minuto a 42°C; 1
minuto, com acréscimo de 5 segundos por ciclo, a 72° C; finalizando, foi feita uma etapa
de extensao a 72° C durante 7 minutos.

Uma aliquota contendo 1,5uL do produto resultante da PCR sem adicao de
oligonucleotideos foram utilizados como molde para a segunda reacdo de amplificacao.
Para uma reacao de 100yL, adicionou-se 1X de tampao de Platinum Tag DNA polimerase
High Fidelity (Invitrogen), 0,2mM de cada dNTP, 2,5U de cada uma das enzimas Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e Platinum Taqg DNA polimerase High Fidelity (Invitrogen) e 0,81 M
de cada um dos oligonucleotideos desenhados para a regido N e C-terminal dos genes
originais (01 Af el AP). As condicGes usadas na reacdo foram: 2 minutos a 95°C,
seguidos de 24 ciclos de 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 42°C e 45 segundos a 72°
C, seguidos por 14 ciclos de 30 segundos a 95° C; 30 segundos a 42° C e 45 segundos de
72°C, com acréscimo de 20 segundos por ciclo; e, finalmente, a etapa de extensdo a 72°
C durante 7 minutos.

O produto recombinado pela técnica DNA shuffling, representando uma populacao de
genes variantes contendo o tamanho dos genes originais, foi digerido com a enzima de
restricdao Sfi | e inserido no fagomideo pComb3XSS (Rader & Barbas Ill, 2000), contendo
extremidades também flanqueadas em Sfi |. Esta construcao foi utilizada na transformacéao

gue originou a biblioteca combinatéria de mutantes para il Als.
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Figura 1: Representacdo esquematica das etapas da técnica de DNA shuffling.

Selecdo in vitro de novas moléculas de 1 Als

Construcdo da biblioteca combinatéria de 01 Als

Para a reacao de ligacao, foram utilizados 3ug do inserto (populacao de genes
recombinados purificados do gel de agarose) para 1ug do vetor (pComb3XSS), 10U da
enzima T4 DNA ligase para um volume final de 200uL. O DNA precipitado com 1/10 de
acetato de sédio 3M e 1V de etanol foi lavado com etanol 70% gelado, liofilizado e
ressuspendido em 15uL de 4gua. Esse DNA foi utilizado para transformar células de E. coli,
linhagem XL-1 Blue (competéncia de 10% u.f.c.), via eletroporacdo. O material eletroporado
foi recolhido da cubeta com meio SOC (Barbas Ill et a/., 2001), totalizando 15mL de
cultura de células transformadas. Uma aliquota dessa cultura foi reservada para
plagueamento em meio sélido com antibiéticos, utilizando-se vérias diluicdes. A titulacao
das col6nias indicou o tamanho da biblioteca. Aos 15mL de cultura foram adicionados
30mL de meio SB (MOPS 1%, triptona 3%, extrato de levedura 2%, pH 7.0) pré-aquecido
a 37° C; e os antibi6ticos, 9uL de carbenicilina 100mg/mL e 90uL de tetraciclina 5mg/mL.
Essa cultura foi incubada a 37° C durante 1 hora, sob agitacdo (250rpm). Em seguida,
essas células foram infectadas com fago auxiliar VCSM13 (10" u.f.c./mL) e incubadas
durante, pelo menos, 16 horas, sob agitacdo, a 37° C. A cada ciclo, ap6s a precipitacao
com PEG/NaCl (PEG 8000 20%; NaCl 2,5M), a solucdo de fagos dissolvidos em TBS
contendo 1% de BSA foi utilizada na selecdo de fagos especificos de acordo com a

afinidade pela enzima ZSA.

Selecéao in vitro de mutantes de I Als com afinidade pela enzima ZSARijopanning)

Na etapa inicial de selecdo, dois pocos de uma placa de microtitulacao foram
incubados com 20pug de extrato protéico de intestino de Z. subfasciatus durante 16 horas
a 4°C, seguido de 1 hora a 37°C. Apds essa etapa de sensibilizacdo, o procedimento de

selecao seguiu como descrito por Barbas Il et. al. (2001). A selecao (biopanning) consistiu



de vérios ciclos repetidos de ligacao e eluicao dos fagos, apresentando em sua superficie

mutantes de 0 Als.

Teste de “Fago-Elisa”

Ao término do biopanning, a populacao de fagos recuperados de cada ciclo foi titulada pelo
teste de Elisa para a andlise e escolha do ciclo que melhor representa a populacao de fagos
especificos.

Em uma placa de microtitulacdo, foram sensibilizados 20ug da enzima ZSA por incubacao a
37° C durante 2 horas. Posteriormente, os pocos da placa foram bloqueados com solucao
BSA (albumina de soro bovino) 3% em PBS (durante 16 horas, a 37° C), seguido de trés
lavagens (PBS-Tween 0,05%) e adicao de 1000 Ida preparacao de fagos obtida em cada
ciclo de selecao. Apés a incubacao de 1 hora a 37° C, os pocos foram lavados trés vezes
com PBS-Tween 0,05%. Adicionou-se o anticorpo primario, 0 1] Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) . diluido 1:100) e a placa foi incubada a 37° C durante 4 horas. Em seguida, os
pocos foram lavados trés vezes com PBS-Tween 0,05% e incubados com o anticorpo
secundario, anti-fago M13 produzido em cabra (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) (diluido
1:2500). Apdés 1 hora de incubacao, a 37° C, os pocos foram finalmente lavados trés
vezes com PBS-Tween 0,05%. Para a revelacao, utilizou-se pNPP (p-nitrophenil fosfato -
Sigma) Tmg/mL dissolvido em solugcdo APB (5mM de cloreto de magnésio, 100mM de Tris-

HCI, pH 9.5 e 100mM de cloreto de sddio) e a absorbancia foi medida em 405nm.

Dot Blot para analise da expressao das proteinas recombinantes

O DNA extraido do precipitado de bactérias dos ciclos que apresentaram maior
enriqguecimento de fagos especificos foi utilizado para transformar células de E. coli,
linhagem Top 10 F’, via choque térmico. Noventa e cinco clones provenientes de cada
ciclo, escolhidos aleatoriamente, foram crescidos em meio 2xYT (extrato de levedura 1%;
peptona 1,6%; NaCl 1%; pH 7.0) contendo glicose 0,5% e ampicilina 1000 g/mL, e
induzidos com 1TmM de IPTG (Isopropil 0-D-thiogalactosidase). Cinco microlitros do
sobrenadante do cultivo de cada clone foram colocados sobre uma membrana de
nitrocelulose. A membrana foi bloqueada em solucdo de BSA 3% em PBS e incubada com
o anticorpo anti-HA IgG produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology) — diluido na
proporcao de 1:1500 em PBS - durante 3 horas, a 37° C. Apds trés lavagens rapidas com
PBS-Tween 0,05%, incubou-se o anticorpo secundario, anti-lgG de coelho produzido em
cabra e conjugado com fosfatase alcalina (diluido 1:3000), durante 2 horas a temperatura
ambiente. A membrana foi rapidamente lavada por trés vezes com PBS-Tween 0,05% e a
deteccao foi realizada utilizando o substrato NBT (Nitro Blue Tetrazole), BCIP (5-Bromo-4-

Cloroindolil-fosfato®- Roche).



Para verificar a integridade dos genes, os clones detectados no Dot Blot foram analisados
via PCR. A seqliéncia de nucleotideos dos clones apresentando amplificacdo no tamanho

original do gene (660pb) foi determinada por seqlienciamento automatico.

Andlise de seqiiéncia dos genes selecionados

As seqiiéncias nucleotidicas e as seqliéncias protéicas traduzidas foram alinhadas pelo
programa Clustal W (http://www.expasy.org). As seqléncias dos mutantes foram

comparadas com as seqliéncias originais dos inibidores 0-Al1 e 0-Al2.

Clonagem dos mutantes de [-Als em vetor para expressdo em plantas

Os genes contendo o maior nimero de mutacdes foram isolados de seus fagomideos por
meio de PCR e de iniciadores contendo as seqliéncias de sitio de restricdo (Xma l e Sac ) e
do peptideo sinal do inibidor de 1 All (tabela 1). O produto da PCR foi purificado e inserido

em vetor de expressdao em planta.

Tabela 1: Seqliéncia dos iniciadores XMAPSAI1, AI1SAC1 e AI2SACI, utilizados para

subclonagem de genes para mutantes em vetor de planta.

Iniciadores Sequiéncia

5’ CCC CCC GGG ATG GCTTCC TCC AACTTA
CTCTCCCTAGCCCTCTTCCTTGTGCTT
CTC AAC CAC GCA AAC TCA GCC ACC GAA
ACCTCC 3

XMAPSAIL - sense

. CCCGAGCTCTTAGAGGATCTTGTTGAGGALCY®
AILSACI — anti- |° 3

sense

5 CCC GAG CTC TTA GAG GAT ATT GTT GAG

AI2SACI — anti-sense GAG_3,

A sequéncia em vermelho se refere ao sitio de restricao da enzima; em verde a seqiiéncia

do peptideo sinal do I All; e em azul a seqliéncia que se anela ao gene.

O vetor utilizado foi o pCambia 2300 (série pCambia Cambia, Canberra, Austrélia)
modificado previamente, contendo o promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor
duplicado (CaMV35Sd), o enrancer do virus do mosaico da alfafa (AMV) e o terminador-
NOS.

Os genes para mutantes de 0-Als, assim como o plasmideo pCambia 2300 modificado,
foram digeridos com as enzimas de restricdo Xma | e Sac |. A reacao para ligacdo do

inserto no vetor envolveu 30ng do inserto, 100ng do plasmideo, uma unidade da enzima




T4 DNA ligase e 1X de tampao da enzima. O produto da ligacao foi utilizado na
eletroporagao de células de E. coli (linhagem XL-1 Blue). O DNA plasmidial de 10 col6nias
de cada mutante, resultante da transformacao, foi analisado via PCR. As construcdes
génicas, apés confirmacao da seqléncia, foram utilizadas para transformar Agrobacterium

tumefaciens.

Insercdo dos genes em A. tumefaciens

A linhagem GV3103 (pMP90) (Koncz & Schell, 1986) de A. tumefaciens foi transformada
por choque térmico, utilizando-se 10 g do DNA de cadaetor contendo os genes para

variantes. Os transformantes foram confirmados via PCR de col6nia. Um transformante de
cada construcao foi usado para transformar plantas de A. thaliana, por meio da técnica de

imersao de botoes florais.

Transformacéo de plantas de A. thaliana por meio da técnica de imersédo de botdes florais.
Plantas de A. thaliana, ecétipo Columbia, foram utilizadas para a transformacao, de acordo
com o protocolo de Clough & Bent (1998). Trés plantas jovens (6 a 10cm), apresentando
um aspecto vigoroso e botdes florais fechados, foram imersas em solucéo de
transformacao contendo 2000 L do surfatante Silwet 177 para cada litro de solucao. O

procedimento de infeccdo com a bactéria (figura 2) durou aproximadamente trés minutos.

As sementes maduras foram coletadas trés semanas apds a inoculacio.

Figura 2: llustracdo da imersao dos botdes florais no meio de infeccdo com cultivo de

bactéria (Fonte: Cruz, C.C.M., 2005, com autorizacao do autor).

Selecao dos transformantes de A. thaliana

Para a anélise dos transformantes, as sementes esterilizadas foram espalhadas em placas

de Petri contendo meio MS diluido 1:4, 0,8% de agar e 1000 g de canamicinaAs plantulas



resistentes a canamicina foram transferidas para o substrato e crescidas em casa de

vegetacao.

Para confirmar a presenca dos genes nas plantas selecionadas em meio com canamicina,
utilizou-se o DNA extraido de folhas como molde da PCR e os iniciadores descritos na

tabela 1.

Analise das proteinas expressas nas plantas de A. thaliana transformadas

Anadlise da expressdo por meio da técnica Western Blot

Para a obtencao do extrato protéico, trés a quatro folhas de plantas — crescidas a
partir da germinacao de sementes T2 — foram maceradas em nitrogénio liquido e o p6
ressuspendido em solucao de extracao (125mM de Tris HCI, pH 8.8; 0.1% de SDS; 10%
de glicerol; 50mM de Na2S:20:2). Esse material foi centrifugado e o sobrenadante coletado.

Amostras de extratos protéicos, separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
15% (Laemmli, et. al., 1970), foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond C° Amersham). Essa membrana foi bloqueada com uma solucédo de gelatina 3%
em TBS, durante 16 horas; em seguida, foi incubada durante duas horas com o anticorpo
anti-0 All produzido em coelho (diluido 1:700 em TBS), a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Apds trés lavagens com TBS-Tween 0.02%, foi adicionado o anticorpo
secundario IgG HRP (Bio Rad) produzido em coelho (diluido 1:1000 em gelatina 1% em
TBS) com incubacao durante 2 horas, sob leve agitacdo, a temperatura ambiente. A
membrana foi novamente lavada como descrito acima e as proteinas foram detectadas
ap6s a adicao da solucao de revelacao (Solucdo A: 3mL de metanol gelado e 9mg de HRP

— Horsedish peroxidase conjugates; Solucdo B: 15mL de TBS e 120 L de ED2).

Andlise de expressao por meio do teste de Elisa

Os pocos da placa de microtitulacao foram sensibilizados com 1500 g de cada
extrato protéico, durante 2 horas, a 37° C. Seguiram-se quatro lavagens com solucao
contendo 0,3% de leite em pd, 0,05% de Tween-20 e 10% de PBS 10X. Posteriormente,
adicionou-se solucdo bloqueadora (3% de leite em p6; 0,4% de EDTA 0,5M; 0,050 L de
Tween-20; e 100% de PBS 1X, pH 8.0) incubando a 4° C durante 16 horas, com
acréscimo de 1 hora, a 37°C. A solucdo de bloqueio foi descartada e os pogcos novamente
lavados. Adicionou-se o anticorpo anti-I All produzido em coelho (diluido 1:750 em PBS
1X) e a placa foi incubada a 37° C durante 2 horas. Apds quatro lavagens com a solugcéao
descrita acima, incubou-se o anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina
produzido em coelho (diluido 1:5000 em PBS 1X), a 37°C, durante 2 horas. Depois da
retirada do anticorpo e lavagens, a reacao foi concluida com adicdo de solucao de
revelacao (1mg/mL de pNPP dissolvido em solucdo contendo 24,25mL de dietanolamina
para 250mL de agua, pH 9.8). Apés 45 minutos de reacao, a absorbancia foi medida em
405nm.



Anélise de atividade inibitéria in vitro

Plantas crescidas a partir da germinacao de sementes T2 foram maceradas em
nitrogénio liquido e as proteinas extraidas com tampao (125mM de Tris HCI pH 8.8,
0,01% de SDS, 10% de Glicerol e 50mM de metabisulfito de sédio), na proporcao de
1:1,5. O material foi centrifugado e o sobrenadante coletado.

Para a deteccao da atividade inibitéria, foram feitos ensaios de atividade in vitro,
utilizando-se o0 método de DNS (4cido dinitrosalicilico) descrito por Bernfeld (1955). Foram
utilizados 1000 g de extrato protéico da planta de Arabidopsis. Determinotse previamente

o pH 6timo para a reacdo de cada uma das enzimas utilizadas nos testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aplicacao da técnica DNA shuffling para a obtencdo de mutantes de 0-Als

Neste trabalho aplicou-se o método basico de DNA shuffling proposto por Stemmer
(1994), com modificacoes sugeridas por Zhao & Arnold (1997). No entanto, encontram-se
relatos de iniUmeras variagdes para o método, aplicadas a diferentes objetivos (Silva et a/,
2003 e Neylon, 2004 para revisao; Kashinagi et a/, 2006).

Os genes [-A/7 e [-A/2 foram combinados e fragmentados pela enzima DNase /. A figura
3A se refere as andlises dos produtos obtidos em cada etapa da técnica DNA shuffling e a
representacdo esquematica para a construcao do fagomideo utilizado para a producao da
biblioteca combinatéria de aAls. A digestdo enzimatica resultou em fragmentos com
tamanho variando de 30 a 300pb (figura 3A, retangulo pontilhado), que foram purificados
do gel de agarose e utilizados com funcao de iniciadores em uma reacao de PCR. A PCR
seguinte, na qual se utilizou o produto recombinado na primeira PCR como molde, mais a
adicao de oligonucleotideos especificos, resultou na amplificacdo de uma banda do
tamanho dos genes 0 Al®riginais (660pb). O DNA resultante da purificacdo dessa banda,
representando uma populacao de genes para variantes, foi clonado no fagomideo
pComb3XSS (figura 3B). Essa construcao deu origem a uma biblioteca do tipo Phage

Display contendo 3,14 x 107 formas variantes, apresentados na superficie de fagos.
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Figura 3. Anélise do produto de DNA shuffling e esquema ilustrativo da subclonagem desse
produto em fagomideo utilizado para obtencao da biblioteca combinatéria A) Etapas da
técnica DNA shuffling analisada em eletroforese de gel de agarose 2%: Colunas: 1, massa
molecular 100pb; 2, mistura 1:1 de I Als apdsligestao com DNase | (retdngulo pontilhado);
3, produto da amplificacao utilizando fragmentos digeridos e PCR sem adicao de
oligonucleotideos; 4, produto da segunda PCR contendo o tamanho correspondente aos
genes originais. B) Esquema da estratégia para a inser¢cdo do produto de genes

recombinados no fagomideo que foi utilizado para gerar a biblioteca combinatéria.

Selecao de mutantes de 0-Als que apresentam afinidade pela enzima ZSA

A tecnologia de selecao de biomoléculas por Phage display possibilita que moléculas mais
efetivas sejam disponibilizadas e utilizadas no controle de pragas e patdgenos em
programas de melhoramento de culturas com importancia agro-econémica.

No presente trabalho, os fagos filamentosos que apresentam em sua superficie diferentes
formas de inibidores de 0-Als foram selecionados quanto a sua capacidade de ligacao

(afinidade) com a enzima de ZSA. Foram realizados seis ciclos de selecdo para posterior



andlise do ciclo representativo de enriquecimento de fagos especificos, os quais contém
mutantes de inibidores de 0-amilases que apresentam afinidade com a enzima ZSA. A
tabela 2 resume o nimero de lavagens em cada ciclo — necessérias para a eliminagao de
fagos nao especificos — e o nimero de coldnias retiradas, amplificadas e recolocadas em
cada ciclo. Os dados desta tabela indicam que no ciclo 2 houve um aumento na populacao
de fagos especificos (titulo de saida) quando comparado com o ciclo anterior. A quantidade
dos fagos de entrada, os quais entram em contato com a enzima de ZSA em cada ciclo,

manteve-se constante.

Tabela 2. Monitoramento de enriquecimento de fagos especificos durante a selecdo por

afinidade a ZSA.

Ciclo N°. de Titulo de Entrada Titulo de Saida
lavagens
0] 5x 10" 10*
1 5x 10" 10*
2 6x 10" 10°
3 8x 10" 10°
4 10x 10" 10*
5 13x 10" 10°

Para escolha do ciclo que melhor representa a populacdo de fagos especificos, foram
considerados os resultados dos dois métodos de monitoramento: a titulacdo de fagos
especificos e o teste Fago-Elisa. Portanto, o ciclo 2 (tabela 2) e o ciclo 5 (mostrando a
maior titulagao no teste Fago-Elisa - figura 4) foram escolhidos. Os clones coletados nestes

ciclos foram individualizados e os DNAs analisados.

0,25
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Figura 4. Titulacdo do teste Fago-Elisa utilizando fagos coletados em cada ciclo da selecéo.
Para deteccao do ciclo apresentando maior enriquecimento de fagos especificos foi

utilizado o anticorpo anti-fago M13.



Ensaio de Dot Blot dos mutantes de [-Ais

Cento e noventa clones, provenientes da transformacao da bactéria (linhagem Top 10 F~)
com DNAs extraidos dos precipitados dos ciclos de selecdo 2 e 5, foram escolhidos
aleatoriamente e, apés a inducao, a expressao das proteinas recombinantes foi confirmada
em imunoensaios (dot-blots - figura 5). O sinal de expressao, identificado por comparacao
visual com os sinais obtidos nos controles positivo (circulo azul) e negativo (circulo verde),
indicou a presenca da proteina recombinante em 38 dos 192 cultivos analisados. Em 20
clones a integridade do gene foi confirmada apés a andlise do produto da PCR, e suas

seqliéncias nucleotidicas foram determinadas.
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Figura 5. Anélise em imunodots do produto de expressao dos clones isolados dos ciclos
selecdo 2 e 5. As colunas de 1 a 6 se referem a clones coletados (circulo vermelho) apés o
segundo ciclo, e as colunas de 7 a 12 se referem a clones coletados apds o quinto ciclo.
As posicoes 5H e 6H (foto a esquerda) representam controle positivo (circulo em azul -
proteina recombinante com expressao conhecida) e controle negativo (circulo em verde -

cultivo de fago auxiliar), respectivamente.

Anadlise das seqiiéncias dos mutantes de 0-Als

A comparacao entre as seqliéncias nucleotidicas e as seqliéncias traduzidas com as
seqliéncias dos genes originais dos inibidores [-Al1 e 0-Al2 possibilitou a identificacdo de

11 genes, sendo que cada um deles apresentou um perfil de recombinacao diferente (ou
mutacao). Esses genes apresentaram regides alternadas de ambos os inibidores, mas existe

a predominancia na seqliéncia de aminoacidos correspondente ao inibidor 0-Al1 (figura 6).
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Figura 6. Representacao esquematica das mutacdes encontradas nas seqliéncias protéicas
de alguns dos mutantes selecionados contra a enzima ZSA.

Clonagem dos mutantes de 0-Als em vetor de expressao em plantas

Os inibidores 0-Al1 e 0-Al2 sdo processados para a forma ativa apés modificacdes pés-
traducionais, como clivagem proteolitica e glicosilacdes (Young et al., 1995, 1999;
Prescott et al., 2005). Apesar de vérios estudos relatarem a selecdo de moléculas ativas na
superficie de fagos (Volpicella, et al., 2001; Chen et al., 2002), no presente estudo os
genes para variantes nao sao expressos para a forma ativa, quando em bactéria. Para
garantir a expressao de proteinas ativas, os genes selecionados da biblioteca combinatéria
foram isolados do fagomideo pComb3X e inseridos em vetor de expressao em plantas.

Os DNAs para variantes contendo 740pb (correspondendo ao tamanho dos genes
acrescidos de sitios de restricao e do peptideo sinal do 0 All), foram extraidos do gel de
agarose, digeridos com as enzimas Xma | e Sac | e inseridos no vetor pCambia 2300

modificado, originando a construgcdo esquematizada na figura 7.
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Figura 7. Representacao esquematica do vetor construido para transformar plantas de A.
thaliana. Os genes para mutantes de Als foram subclonados entre os sitios de restricdo

Xma | e Sac | sobre controle do promotor 35Ssd e presenca do enhancer AMV.

Transformacao de plantas de A. thaliana via imersdao de botdes florais utilizando A.

tumefaciens

Os transformantes positivos, ou seja, plantulas resistentes a canamicina e contendo 2 a 3
folhas verdadeiras (figura 8), foram transplantadas para o substrato e mantidas em casa de

vegetacao.



Figura 8. Germinacao das sementes da planta T1 de A. thaliana submetida a transformacao
com os genes mutantes de 0 Als. A seta indica um transformante positivo (resistente ao
meio seletivo contendo 1000 g de canamicina) que foi transferido para o solo e,

posteriormente, analisado via PCR.

A figura 9 mostra o resultado dos produtos da PCR de algumas das plantas submetidas a
transformacao. A presenca do gene foi confirmada pela amplificacdo da banda de 720 bp

na maioria das plantas analisadas.

1 2 2 5 8 1011
MCNTAA ™ A A

740pb

Figura 9. Anélise de transformantes via PCR com o uso de algumas das plantas germinadas
no meio seletivo (colunas 1, 2, 3, 5 e 8). Utilizou-se DNA de folhas para confirmacao da
presenca do inserto (740pb) visualizado em gel de agarose 0.8%. M = massa molecular; C
= controle positivo utilizando DNA plasmidial e NT = DNA isolado de uma planta nao
transformada. As plantas referentes as colunas 10 e 11 nao apresentaram amplificacdo na

PCR e, portanto, foram consideradas escape da selecao.

A taxa de transformantes de A. thaliana obtida da razdo entre o niUmero de sementes
plagueadas e o nimero de plantulas resistentes ao meio com canamicina e confirmadas por
PCR para a presenca do gene — variou de 0,02 a 0,7, dependendo da construcao

analisada. Os valores obtidos para as taxas de transformacao se encontram dentro do



indice citado no método original (0.5 a 3%) descrito por Clough & Bent (1998). No
entanto, no presente estudo, as plantas de Arabidopsis foram crescidas em casa de
vegetacao, sem controle de temperatura, umidade e luminosidade. Este fato pode ter
influenciado o desenvolvimento destas plantas e consequentemente, a taxa de
transformacao. Além disso, o estdgio de desenvolvimento em que as plantas apresentam
inUmeros botdes florais ainda fechados, e a concentracao de Silwet L-77 utilizada sao
fatores importantes para o sucesso da transformacao de A. thaliana. Nos experimentos

aqui realizados, o nimero de botoes florais variou em cada planta. A concentracao utilizada
do surfatante (2000 I/L) se encontra dentro da faixa (0.02% a 0.1%) indicada por Clough &
Bent (1998); porém, uma concentracao maior do surfatante nos préximos experimentos,

poderda induzir maior nUmero de transformantes.

Andlises da expressdo de proteinas em plantas: Western Blot e Elisa

A analise via Western Blot permitiu detectar a presenca de proteinas com
aproximadamente 14kDa, em plantas T2 transformadas com os genes para mutantes de

0 Als, o que corresponde ao tamanho esperado para os inibidores de-amilases (figura 10).
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Figura 10. llustracado da andlise de Western Blot de proteinas expressas em plantas de A.
thaliana (T2) contendo alguns dos genes mutantes para I Als. M = massa molecular, C =
controle positivo utilizando o inibidor 0 AR purificado de P. vulgaris e NT = extrato

protéico de folhas de planta de A. thaliana nao transformada.

Os resultados preliminares dos ensaios de Elisa com o extrato bruto indicaram um nivel de
expressao das proteinas variando de 0,04 a 0,3% nas plantas analisadas. Da mesma forma
como discutido acima, em relacdao aos resultados obtidos para a taxa de transformacao de
plantas, sugere-se que a auséncia de condicoes controladas (temperatura, umidade e
luminosidade) para o desenvolvimento das plantas transformadas possa ter influenciado o

nivel de expressao de proteinas recombinantes.
Andlise in vitro de atividade inibitéria para os mutantes selecionados

Os extratos protéicos das plantas contendo os variantes de O-amilases foram testados /in

vitro para determinacao da atividade inibitéria. A tabela 3 apresenta os resultados de



inibicao contra as 0-amilases de mamiferos (PPA) e dos bruquideos Z. subfasciatus e A.
obtectus. O ensaio de atividade inibitéria foi realizado em triplicata. E importante frisar que
os indices de atividade se referem ao extrato bruto (100 0 g de extrato protéico da planta
transformada com os genes variantes). Quando purificados e testados, os inibidores
poderdo apresentar um indice maior de inibicdo. Os mutantes obtidos por meio da técnica
DNA shuffling apresentam diferentes niveis de inibicao para as trés amilases utilizadas no
ensaio de atividade Jin vitro. Varios mutantes apresentaram atividade contra a enzima AOA,

atividade inexistente nos inibidores originais (I All e 0 AR).

Tabela 3 — Taxa de atividade inibitéria in vitro utilizando extratos protéicos de plantas
transformadas com alguns dos genes variantes para inibidores de 0-amilases, testado
contra as [-amilases dos bruquideos e contra a 0-amilase de mamifero.

Genes (%) Inibicao enzimatica
PPA ZSA AOA
DAI-1 100 0 0
DAI-2 0] 98
mut 8 44 62 49
mut 19 63 33 29
mut 24 51 59 60
mut 52(R5) 0] 44 0
mut 66 58 21 356
mut 89 43 46 59
CONCLUSAO

A estratégia aqui utilizada, que combinou as técnicas DNA shuffling e Phage display
demonstrou ser eficiente para a geracao e selecao de novas moléculas com diferentes
especificidades dos inibidores originais I All e 1 AR, isolados de feijao. A biblioteca
combinatéria gerada representa uma importante ferramenta biotecnolégica e poderéa ser
utilizada na selecdo de outros genes com potencial aplicacdao no controle de insetos-praga

de importancia econdmica para a agricultura nacional.

PERSPECTIVAS

Dando continuidade ao trabalho, os mutantes selecionados serdo caracterizados quanto a

atividade inibitéria in vivo por meio de insercdao do extrato bruto ou purificado em sementes




artificiais oferecidas como alimentacao para os insetos bruquideos. Os resultados dos
bioensaios contribuirdo para a confirmacao dos diferentes indices de atividade inibitéria e
especificidade dos novos inibidores contra as 0-amilases dos bruquideos alvo. Estudos de
modelagem molecular para as novas moléculas contribuirdo com informacdes adicionais
para a elucidacao dos mecanismos envolvendo especificidade (interacdes entre os
inibidores de plantas e as 0-amilases de insetos). Dessa forma, os dados obtidos com estes
estudos poderao, no futuro, auxiliar na sintese de moléculas mais efetivas e especificas

para determinado inseto-praga ou patégeno de interesse para a agricultura.
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