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CARACTERIZACAO DE UMA NOVA TOXINA Cry9Bb

DE Bacillus thuringiensis

J.0. Silva-Werneck'
D.J. Ellar?

Resumo

A estirpe S725 de Bacillus thuringiensis subesp. japonensis, pertencente a Colecao de
Bacillus entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, produz
cristais esféricos com atividade téxica para a lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, e para
a lagarta da folha do fumo, Manduca sexta. Os cristais sdo compostos por uma proteina de
aproximadamente 130 kDa com alto nivel de similaridade da sequéncia N-terminal e
afinidade imunoldégica a toxinas Cry9 de Bt. Um gene tipo-cry9 de S725 foi clonado e
sequenciado. A seqliéncia do gene possui uma ORF de 3492 pb que codifica uma proteina
de 1163 aminoacidos com uma massa molecular prevista de 131,4 kDa. Anélise da
sequéncia de aminoacidos deduzida mostrou tratar-se de uma proteina Unica que possui
73% de identidade com Cry9Ba, 64% de identidade com Cry9Ea, 63% com Cry9Da e
59% com Cry9Ca. A nova proteina foi classificada como Cry9Bb, uma nova subclasse de
0-endotoxinas, pelo Comité de Nomenclatura de Toxinas de Bt. O gene cry9Bb foi expresso
em uma estirpe de Bt acristalifera, e mostrou atividade contra M. sexta e A. gemmatalis. O
efeito de uma mutacao pontual de um residuo de aminoacido, A84P, foi investigado. A
ClLso dos cristais de Cry9Bb contra larvas neonatas de M. sexta foi de 4,46 ug/cmz,

enquanto que a CLso dos cristais do mutante foi de 0,78 ug/cm?.

Termos para indexacdo: Bacillus thuringiensis, toxinas Cry, genes cry9, Manduca sexta,

Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda
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Abstract

The Bacillus thuringiensis subsp japonensis strain S725, which belongs do the Collection of
entomopathogenic Bacillus of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, produces
spherial crystals that have toxicity to the velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis, and
the tobacco hornworm, Manduca sexta. The crystals harbour a major protein of about 130
kDa which has a high level of N-terminal identity and immunoafinity to the Cry9 class of -
endotoxins. The cry9-like gene was cloned and sequenced. The gene sequence contains a
3492 bp ORF, which encodes a polypeptide of 1163 amino acids, with a predicted
molecular mass of 131.4 kDa. Analysis of the deduced amino acid sequence showed that
it is unique and has 73% identity with Cry9Ba, 64 % identity with Cry9Ea, 63 % identity
with Cry9Da, and 59% identity with Cry9Ca proteins. The novel §-endotoxin was assigned
to a new subclass, Cry9Bb, by the Bt Toxin Nomenclature Committee. The Cry9Bb protein
was expressed in an acrystalliferous Bt strain, and exhibited activity against M. sexta and
A. gemmatalis. The biological effect of an amino acid residue change, A84P, was
investigated. The LCso for the Cry9Bb crystals against M. sexta neonate larvae was 4.46

ug/cm?, while the LCso for the mutant s Cry9Bb crystals was 0.78 ug/cm?.



Introducéo

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria cosmopolita, Gram positiva, que produz inclusdes
protéicas cristalinas durante o processo de esporulacao. Estes cristais sdo compostos por
uma ou mais 8-endotoxinas (proteinas Cry ou proteinas Cyt) (HOFTE e WHITELEY, 1989;
SCHNEPF et al., 1998), as quais sao téxicas para insetos de diferentes ordens como
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (FEITELSON et al., 1992; DE MAAGD et al., 2003), e
outros invertebrados como nematdéides (EDWARDS et al., 1990; FEITELSON et al., 1992;
KOTZE et al., 2005). As d-endotoxinas sdo especificas a certos insetos e invertebrados, nao
afetando insetos nao-alvo, plantas, vertebrados e o meio ambiente (KRIEG e
LANGENBRUCH, 1981; SCHNEPF et al., 1998). Bioinseticidas a base de 3-endotoxinas
com diferentes espectros de acdao vém sendo utilizados como estratégia de controle de
vérios insetos-praga e vetores de doencas ha mais de 4 décadas (FEITELSON et al., 1992;
SCHENEPF et al., 1998). O uso destas toxinas tem sido incrementado com o advento das
plantas transgénicas expressando genes cry, conferindo resisténcia a insetos. Plantas Bt
transgénicas de culturas economicamente importantes tais como, batata, arroz, algodao e
milho, entre outras (SCHNEPF et al., 1998) estdao sendo comercializadas em varios paises e
tém sido progressivamente plantadas nos ultimos anos (ZHAO et al., 2005; ISAAA, 2007).
Atualmente, mais de 380 genes cry e mais de 20 cyt ja foram clonados e sequenciados.
As proteinas estdo classificadas em 53 classes Cry e 2 classes Cyt, de acordo com a
similaridade da seqlUiéncia de aminoacidos

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/). Programas de prospeccao de

genes e isolados de Bt em todo o mundo tém levado a um espectro de atividade de toxinas
mais amplo, como resultado do isolamento de novas estirpes, possuindo novos genes e

toxinas ou diferentes combinacdes de proteinas.

A estirpe de Bt denominada S725, pertencente a Colecado de Bacillus entomopatogénicos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foi isolada de amostra de solo da Reserva
Ecolégica de Aguas Emendadas, no Distrito Federal. Em testes de patogenicidade ela
apresentou elevada toxicidade para a lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis e para a
lagarta da folha do fumo, Manduca sexta. Esta estirpe foi sorotipada como Bt subsp.
Jjaponensis e produz cristais esféricos compostos por uma nova toxina tipo-Cry9.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a nova d-endotoxina da estirpe S725 quanto as
suas caracteristicas bioquimicas, moleculares e de toxicidade para insetos e células de

insetos.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/

Material e métodos

Estirpes e condicGes de cultivo

A estirpe de B. thuringiensis S725 foi isolada de amostra de solo coletada na Reserva
Ecoldégica de Aguas Emendadas (DF), e esta armazenada na Colecdo de Bacillus
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Esta estirpe foi
sorotipada como subespécie japonensis (H23). As estirpes padroes B. thuringiensis subesp.
kurstaki (Btk) HD-1, Btk HD-73, Bt subesp. tenebrionis (Btt), Bt subsp israelensis (Bti)
IPS78 e Bti IPS78/11 (Bti mutante sem genes de &-endotoxina) (WARD e ELLAR, 1983b),
foram obtidas da colecao do laboratério do Prof. David Ellar (Departamento de Bioquimica,
Universidade de Cambridge, Inglaterra). As estirpes de Bt foram cultivadas em meio LB
(Luria-Bertani) (SAMBROOK e RUSSELL, 2001), ou CCY - meio de esporulacdo de Bt
(STEWART et al., 1981), a 30 °C, com agitagcado a 200 rpm, ou em placas de LB-agar ou
CCY-4gar. Antibiéticos foram adicionados aos meios de cultura quando requeridos.
Escherichia coli estirpe XL10-Gold (Stratagene) foi geralmente usada como hospedeiro para
clonagem. E. coli estirpe XL1-Blue (Stratagene) foi usada como hospedeiro para clonagem
de DNA mutante. As estirpes de E. coli foram crescidas a 37 °C em caldo LB ou LB-agar
suplementados com o antibiético apropriado. Plasmideo pGEM-3Zf(+) (Promega) foi usado
para clonagem e sequenciamento e o vetor binario Bt-£. coli pSVP27A (CRICKMORE e
ELLAR, 1992) foi usado para clonagem e expressdao em Bt. Foram feitas construcdes
derivadas de pGEM-3Zf(+) e pSVP27A, as quais estado descritas no item “Clonagem e

seguenciamento”.

Preparacdo de DNA

DNA gendémico de Bt foi extraido conforme descrito (POSPIESCH e NEUMANN, 1995),
exceto que a estirpe foi cultivada em caldo LB. DNA plasmidial de Bt S725 foi extraido
pelo método de lise alcalina (BIRNBOIN e DOLY, 1979), exceto que foram usados 4 mg/ml
de lisozima para lisar as células por 45 minutos (min.), e o DNA foi purificado em gradiente
de CsCl, como descrito (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). DNA plasmidial de E. coli foi
extraido usando o “QlAprep spin miniprep kit (Qiagen)”, de acordo com as instrucdes do
fabricante. A concentracao e pureza do DNA foram estimadas usando o aparelho
“GeneQuant RNA/DNA calculator” (Pharmacia Biotech). As preparacdes de DNA foram
armazenadas a — 20°C. DNA de E. coli para ser usado como molde em PCR de col6nias

para prospeccao de clones foi preparado por um método de extracao rapida. Neste



método, resumidamente, clones de E. coli foram cultivados durante a noite a 37°C em LB-
agar contendo o antibidtico seletivo (Carbenicilina 50 yg/ml). Uma col6nia foi coletada com
um palito de dente, transferida para 10 uyl de dH20 (dgua destilada estéril) em um tubo de

PCR de 500 ul (Starlab) e aquecida a 95°C por 10 min.

PCR (reacdo em cadeia da polimerase)

Para sequenciamento ou clonagem, DNA plasmidial de Bt S725 foi amplificado por PCR em
uma reacdo contendo tampao de 7ag DNA Polimerase 1x (ou tampéao de Pfu), MgCl2 1,5
mM, dNTP mix 0,2 mM, oligonucleotideos 0,4 uM, 20 — 100 ng de DNA molde e 1,5 - 2,5
U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen) ou Pfu DNA Polimerase (Promega), em um volume
final de 50 pul. As reacdes foram realizadas em um termociclador Techne, modelo Progene,
ou Biometra T3 Gradient, com as seguintes condi¢cdes gerais: desnaturacao inicial a 94 ou
95 °C por 2 min., seguida de 25 ou 30 ciclos a 94 ou 95 °C por 1 min., temperatura de
anelamento (vide resultados) por 30 seg. - 1 min., 72 °C por Tmin., e extensao final a 72
°C por 5 min. Para produtos de PCR maiores que 3 kb, o tempo de extensao foi de 1 min.
por kb de produto esperado para Pfu, ou 30 seg. por kb para Taq. Para PCR de colbnias de
E. coli, 1 ul do lisado foi adicionado a 25 ul da reagcdao de PCR. PCR para mutacao sitio-
dirigida foi feita de acordo com o protocolo do “Quikchange Site-directed Mutagenesis kit”
(Stratagene). Uma amostra de 15 pl de cada produto foi submetida a eletroforese em gel

de agarose, o qual foi corado com brometo de etideo.

Clonagem e sequenciamento do gene tipo-cry9

Um fragmento de DNA amplificado por PCR contendo um gene tipo-cry9 da estirpe S725
foi clonado nos sitios de restricao BamHI-Sphl do vetor pGEM-3Zf(+) (Promega) para gerar
a construcao pGEM725. DNA plasmidial de pGEM725 foi subclonado nos sitios BamH|-
Sphl do vetor binario Bt-£. coli pSVP27A (CRICKMORE e ELLAR, 1992), contendo o
promotor para cyt7Aa para formar a construcdo pSVP725. O gene tipo-cry9 em pGEM725
foi mutado (Ala84 para Pro84) e o DNA mutante foi subclonado nos sitios BamHI-Sphl do
vetor binario Bt-£. coli pSVP27A gerando a construcdo pSVP725-A84P. A transformacao
das estirpes de E. coli XL10-Gold (Stratagene) e XL1-Blue (Stratagene) com DNA contendo
o gene selvagem e o gene mutante, respectivamente, foi realizada pelo método de cloreto
de célcio (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Os transformantes de E. co/i XL10-Gold foram

selecionados em placas de LB contendo 250 ug/ml de carbenicilina, para clonagem em



pSVP27A, ou 250 ug/ml de carbenicilina mais X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactopyranoside) e IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) para clonagem em pGEM-
3Zf(+). Transformantes de XL1-Blue foram selecionados em 50 ug/ml de carbenicilina. O
DNA plasmidial de clones selecionados foi analisado por digestdo com enzimas de
restricdo. O sequenciamento do DNA foi feito em um Analisador de DNA automatico,
modelo 3700 (Applied Biosystems). As seqiéncias foram analisadas com o “GCG
package” (Accelrys, Wisconsin Package version 10.3), BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) e
Clustal W (THOMPSON et al., 1994). O nimero de acesso da seqiiéncia de nucleotideos
no GenBank é AY758316. A fim de receber uma classificacdo apropriada, a seqliéncia de
nucleotideos foi enviada ao Comité de Nomenclatura de Toxinas de Bt

(http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt).

Eletrotransformacédo de Bt

A transformacao de células de Bti IPS78/11 (WARD e ELLAR, 1983a) com o plasmideo
pSVP725, contendo o gene cry9Bb, foi feita por eletroporagao, como descrito (BONE e
ELLAR, 1989). Os transformantes foram selecionados em LB-&gar contendo 6 pg/ml de

cloranfenicol, a 30 °C.

Purificacdao dos cristais

Os cristais de Bt foram purificados em gradiente descontinuo de sacarose (THOMAS e
ELLAR, 1983) nas concentracoes de 2,55, 2,3 e 1,97 M sacarose. A centrifugacao foi
feita a 37.000 x g por 14-16 h, a 4 °C (Beckman-Coulter Optima L-100 XP, rotor SW28).
A concentracao protéica foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951),
usando BSA (albumina de soro bovino) como padrao. Os cristais foram distribuidos em
aliquotas em tubos de 1,5 ml e congelados a — 80 °C. Algumas aliquotas de cristais
contendo 1 mg de proteina foram liofilizadas (liofilizador Micromodulyo E-C). Os cristais

foram armazenados a — 80 °C.

Microscopia dos cristais

Cristais purificados da estirpe Bt S725 e da recombinante SVBt725 foram observados e
fotografados em microscépio de contraste de fases (Nikon Optiphot) com aumento de
1000x. Para microscopia eletronica de varredura, suspensoes de cristais de SVBt725

foram depositadas sobre suportes de aluminio e secas ao ar. Em seguida, os cristais foram
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cobertos com 10 nm de Au/Pd, usando um metalizador Polaron E5100, observadas e

fotografadas em microscépio eletrénico de varredura Philips XL30 FEG.

Modelo estrutural

Um modelo estrutural 3D para a proteina Cry9Bb foi gerado por Swiss-Model

(www.expasy.org) e também pelo programa Modeller (Departamento de Bioquimica,

Universidade de Cambridge, http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/).

Preparacao de extrato intestinal de insetos

Extratos intestinais de larvas do lepidoptero Pieris brassicae (borboleta branca da couve) e
do coleéptero Anthonomus grandis (bicudo do algodoeiro) foram preparados de larvas de
59 instar como descrito por Vilchez et al. (2004). O extrato intestinal de P. brassicae foi
doado por Johanna Rees (Department of Biochemistry, University of Cambridge, UK). O
sobrenadante foi esterilizado em filtro de 0,22 pm, distribuido em aliquotas de 50 pl e

armazenado a — 80 °C.

Solubilizacédo e ativacdo da toxina

Cristais de toxinas Cry ou Cyt foram sedimentados a 14.000 x g (centrifuga Anachem
Hyspin 16K) por 15 min a 4 °C. O sedimento foi ressuspenso em tampao de solubilizacdo
[50 mM Na2C03, 10 mM DTT (dithiothreitol), na faixa de pH entre 8 e 11], de 1 a b
mg/ml, e a solucédo incubada a 37°C por 1 hora. O pH do tampao de solubilizacdo e a
concentracao da proteina dependeram da toxina e do ensaio. O material insoltuvel foi
removido por centrifugacdo a 14.000 x g, por 10-15 min., a temperatura ambiente. A
concentracao da proteina solubilizada foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), usando ensaio de proteina Bio-Rad, com BSA como padrao. Toxinas
solubilisadas foram ativadas por tripsina tratada com TPCK (Sigma), em taxas tripsina:
toxina entre 1:1 e 1:100 (m/m), dependendo da toxina e do procedimento experimental, e
incubadas a 37 °C por 1 h. A toxina da estirpe recombinante SVBt725 também foi ativada
por extrato intestinal de A. grandis e de P. brassicae a 2,5%, a 37 °C por 60 min. A
toxina Cyt2A foi ativada por proteinase K (Sigma) 0,1%, a 37 °C por 30 min. Apds

incubacdo, o material insoltvel foi removido e a concentracdo de proteina determinada pelo
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método de Bradford, usando BSA como padrao. As proteinas solubilizadas e ativadas

foram analisadas por SDS-PAGE e o gel corado com “coomassie blue”.

Imunodeteccdo de proteina Cry9

Proteinas de cristais da estirpe de Bt recombinante SVBt725 foram separadas em SDS-
PAGE 12% e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose (Pall corporation) pelo
método de Towbin et al. (1979). Toxina Cry9 foi detectada com anticorpo policlonal anti-
Cry9C, seguido de anticorpo secundario conjugado “goat anti-rabbit IgG peroxidase-
conjugated (Sigma)”. Os anticorpos primario e secundario foram diluidos 1: 1000 em 3%
(m/v) leite em pé desnatado em TTS [20 mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NaCl; 0,05% (v/v)
Tween 20]. A membrana foi incubada em tampéao de bloqueio [3% (m/v) leite em pé
desnatado em TBS (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl)] com agitacao suave, por 1 h
a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens em TTS, a membrana foi incubada com o
anticorpo primario por 1 h, repetiu-se as lavagens, e incubou-se com o antircorpo
secundario por 1. Apds as lavagens, a deteccdo foi feita usando DAB (Sigma “Fast 3,3

Diaminobenzidine”) de acordo com as instrucoes do fabricante.

Preparo de BBMV

BBMV (vesiculas da membrana da borda escovada do intestino) de A. grandis foram
preparadas de larvas inteiras de 4°-5° instar, e as de P. brassicae foram preparadas de
intestino de larvas, por um método baseado em precipitacdo com Mg?* e centrifugacédo
diferencial (WOLFERSBERGER et al., 1987). A concentracao protéica foi determinada

usando o ensaio de proteinas BCA (Pierce).

Biotinilacdo da toxina e ensaios de ligacdo

A toxina Cry9Bb solubilizada e ativada foi biotinilada usando o kit “EZ-Link™ Sulfo-NHS-
Biotinylation” (Pierce), de acordo com as instrucdes do fabricante. Uma membrana
contendo proteinas de BBMV de A. grandis e de P. brassicae, toxina Cry9Bb ativada por
extrato intestinal de A. grandis (controle negativo), e toxina Cry9Bb ativada por extrato
intestinal de A. grandis e biotinilada (controle positivo), separadas por SDS-PAGE-12%, foi
lavada com TBST [10 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween 20] por 20



min., com agitacao suave. A membrana foi bloqueada em 3% de BSA em TBST por 30
min., a temperatura ambiente. A solucado de bloqueio foi descartada e a membrana foi
incubada em solucao de bloqueio contendo 4,3 ug/ml de Cry9Bb biotinilada e ativada, por
30 min., com agitacdo suave. Apds 2 lavagens em TBST por 5 min., a membrana foi
incubada em estreptavidina-HRP 2 pg/ml, 0,1% BSA em TBST. A lavagem foi repetida e

seguida de deteccdo de toxina biotinilada usando DAB Sigma Fast 3,3 Diaminobenzidine).

Bioensaios com Manduca sexta

Ovos de M. sexta (lagarta da folha do tabaco) foram fornecidos pelo “Department of
Biology and Biochemistry, University of Bath, UK” e incubados em dieta artificial (BELL e
JOACHIM, 1976) a 26 °C, com fotoperiodo de 16: 8 h (luz: escuro). Os bioensaios foram
realizados como descrito anteriormente (VILCHEZ et al., 2004), com algumas
modificacdes. A dieta (500 pl) foi vertida em cada poco de uma placa de cultura de células
de 48 pocos (Costar). Vinte ul de uma suspensao de cristais da estirpe recombinante
SVBt725 (Cry9Bb) na concentracdo de 1 mg/ml de proteina foram aplicados na superficie
da dieta sélida em cada um de 24 pocos (concentracao final de toxina de 20 ug/cm?).
Como controle positivo, foi usada suspensdo de cristais de Btk HD-73 (Cry1Ac) na
concentracdo de 100 ng/cm?de toxina. No controle negativo, a suspenséo de cristais foi
substituida por dH20 estéril. Apés secagem, uma larva neonata de M. sexta foi colocada
em cada poco, as placas foram vedadas com filme de PVC e incubadas a 26 °C,
fotoperiodo de 16: 8 h (luz: escuro), por 5 dias. A mortalidade foi verificada e a CLso
calculada por andlise de Prébites (FINNEY, 1971). O bioensaio foi repetido pelo menos 3
vezes e a CLso média obtida. Também foram realizados bioensaios com cristais da proteina

mutante Cry9BbA84P contra M. sexta usando a mesma metodologia.

Bioensaios com Nlamestra brassicae e Pieris brassicae

Ovos de M. brassicae (lagarta do repolho) e de P. brassicae (borboleta branca da couve)
foram fornecidos pelo “Centre for Ecology and Hydrology (CEH), Oxford, UK” e “Warwick
Horticulture Research International, Warwick University, UK”, respectivamente. As larvas
foram mantidas em dieta artificial (LIGHTWOOD, 1999), nas condicbes descritas para M.
sexta. Nos bioensaios dos cristais de Cry9Bb com M. brassicae e P. brassicae foram
usados os mesmos procedimentos e concentracdes descritos para bioensaios com M.
sexta, exceto que para M. brassicae, uma suspensao de cristais compostos por Cry1Ca a

200 ng/ cm?de toxina foi usada como controle positivo.



Bioensaios com Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda

A. gemmatalis (lagarta da soja) e S. frugiperda (lagarta do cartucho-do-milho) foram
mantidos a 28 = 2°C, 70 = 10% UR, e fotoperiodo de 14: 10 horas (luz: escuro), em
dieta artificial (MONNERAT et al., 2007). Os bioensaios foram realizados conforme descrito
(MONNERAT et al., 2007), usando suspensédo de cristais de Cry9Bb com as concentracdes
de proteina de 21,4 pyg/cm?e 2,14 pg/cm?para A. gemmatalis e 17,5 yg/cm?e 1,75
pg/cm?para S. frugiperda.

Bioensaios com NMlusca domestica

Pupas de M. domestica foram fornecidas pela Secdo de Entomologia, Departamento de
Protecdo de Plantas, Universidade de Sassari, Itdlia. Os bioensaios foram realizados com
dez moscas adultas, com 3 repeticdes, como descrito previamente (RUIU et al., 2006),
usando suspensoes de cristais de Cry9Bb a 50 pyg/ml de proteina em solucado de sacarose

30%. A mortalidade foi observada diariamente por 5 dias.

Bioensaios com A. grandis

Bioensaios com A. grandis foram gentilmente realizados pelo grupo do Dr. V. Sanchis
(Instituto Pasteur, Paris, Franca). Uma suspensao de cristais de Cry9Bb foi incorporada em
dieta artificial (ESPINASSE et al., 2003) nas concentracoes de 60 pg/ml e 120 pyg/ml de
toxina em placas de cultura de células de 24 pocos. A mortalidade de larvas neonatas foi

verificada apés 3 semanas e a porcentagem de mortalidade calculada para duas repeticoes.

Bioensaios com Trichoplusia ni

Bioensaios com o lepidéptero 7. ni foram gentilmente realizados pelo grupo do Dr. Jorge
Ibarra (CINVESTAV-IPN, Irapuato, México). Pequenos pedacos de papel com
aproximadamente 100 ovos de 7. ni colados por pedaco, foram submersos em 2 ml de
uma suspensao de cristais de Cry9Bb a 1 mg/ml de toxina, contendo Tween 80 a 0,05%.
Apbs secagem, os papéis foram colocados em uma placa de Petri com uma pequena
quantidade de dieta. Ao emergirem, as larvas consumiam toxina junto com o cérion. Como

controle positivo, usou-se uma suspensao de cristais de Btk HD-1, e como controle



negativo, usou-se uma solucdo de Tween 80 a 0,05%. A mortalidade foi verificada 5 dias

ap0Os o tratamento e expressa em porcentagem.

Bioensaios com Aedes aegypti

Bioensaios com o mosquito A. aegypti foram gentilmente realizados pelo grupo do Dr.
Jorge Ibarra (CINVESTAV-IPN, Irapuato, México). Vinte larvas de 4° instar foram
colocadas em 100 ml de dgua declorinada, e 200 ul de uma suspensao de cristais a 1
mg/ml contendo Tween 80 a 0,05% foram adicionados. Uma suspenséo de cristais de Bti
foi usada como controle positivo, e Tween 80 a 0,05% como controle negativo. A

mortalidade foi verificada 24 horas apds o tratamento.

Bioensaios com Diabrotica virgifera, D. undecimpunctata e Leptinotarsa decemlineata

Bioensaios com os coleépteros D. virgifera, D. undecimpunctata e Leptinotarsa
decemlineata foram gentilmente realizados pelo grupo do Dr. A. Abad (Pioneer Hi-Bred,
Johnston, lowa, USA). A toxina Cry9Bb foi solubilizada em Na2COs 25 mM, pH 10, diluida
na proporcédo de 1:3, e 10 concentracdes (de 75,75 ug/cm? a 3,84 ng/cm?) foram
testadas. Foram feitas trés repeticdes por tratamento (concentracdo). Amostras da toxina
foram aplicadas sobre a dieta do inseto em placas de cultura de células de 96 pocos (25 pl
por poco), com 8 pocos por concentracdo. Apds secagem, larvas neonatas (1 a 3,
dependendo da espécie testada) foram adicionadas por poco. As placas seladas foram
incubadas a 28 °C e 40-50% UR. A mortalidade foi avaliada apds 4 dias. Como controles
positivos foram usadas duas toxinas de propriedade da empresa preparadas como a toxina
testada. Como controles negativos foram usadas dieta de criagcdo e dieta adicionada do

tampao de solubilizacao.

Bioensaios com Helicoverpa zea, Ostrinia nubilalis, Plutella xylostella e Agrotis ipsilon

Bioensaios com os lepiddpteros H. zea, O. nubilalis, P. xylostella e A. ipsilon foram
gentilmente realizados pelo grupo do Dr. A. Abad (Pioneer Hi-Bred, Johnston, lowa, USA).
Foram testadas trés diferentes preparacées da toxina Cry9Bb: a) toxina solubilizada em
Na2C0s3 25 mM, pH 10; b) toxina solubilizada em Na:COs 25 mM, pH 10, DTT 10 mM; c)
toxina solubilizada em Na2C0O3 25 mM, pH 10, DTT 10 mM, e ativada por tripsina a 1:50
(m/m) enzima: toxina. As preparacées foram diluidas na proporcédo de 1:3 e 10

concentracoes (de 63,8 ug/cm? a 1,9 ng/cm?) foram testadas, com trés repeticées por



tratamento. Usou-se o procedimento descrito acima para larvas de coleépteros. Como
controles positivos foram usadas 3 toxinas de propriedade da empresa preparadas como a
toxina testada. Como controles negativos foram usadas dieta de criacdo e dieta adicionada

do tampéao de solubilizacéo.

Ensaios de citotoxicidade

Foram realizados ensaios de citotoxicidade da toxina Cry9Bb para células de lepidépteros
A. gemmatalis linhagem UFL-Ag-286, M. sexta linhagem GV 1 e Choristoneura fumiferama
linhagem CF1. Os ensaios foram realizados em placas de cultura de células de 24 pocos,
onde o meio das células foi substituido por meio contento a toxina ativada por tripsina em
concentracdes de até 200 yg/ml. As células foram incubadas a temperatura ambiente sob
um microscoépio invertido (Nikon Diaphot-TMID) e fotografadas nos tempos 0 e 180
minutos para tratamentos com toxinas Cry, e em 0 e 30 minutos para tratamentos com a
toxina Cyt2A. A toxina Cry1Ac ativada por tripsina foi usada como controle positivo para
CF1 na concentracdo de 200 uyg/ml, e a toxina Cyt2A ativada por proteinase K, como
controle positivo para as outras células (de 1 a 5 yg/ml). Como controle negativo,
adicionou-se 0 mesmo volume do tampao de solubilizacdo, contendo a mesma

concentracdo de tripsina ou proteinase K usados no ensaio.

Mutagénese sitio-dirigida

Mutacao sitio-dirigida no DNA do gene cry9Bb, a fim de substituir Ala84 por Pro84 na
sequéncia da proteina, foi realizada conforme protocolo do “Quikchange Site-directed
Mutagenesis kit” (Stratagene). Os efeitos na atividade da toxina foram avaliados através de

solubilizacao, ativacao e bioensaios de Cry9BbA84P contra larvas de M. sexta.

Resultados

Clonagem e sequenciamento do gene tipo-cry9

O gene completo tipo-cry9 foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos End9 (d)

(CACAGGAGGATCCTAAGATTG) e End9 (r) (GAATTCTTTCTTTATAAGG), desenhados



com base na sequéncia de cry9Ea e posicionada -123 pb “upstream” e + 3656 pb
“downstream” do cédon de iniciacao, respectivamente. O produto de PCR foi purificado e
sequenciado. Uma sequéncia de 3791 pb contendo o gene tipo-cry9 de S725 (cry9-725)
foi obtida e analisada. Uma ORF de 3492 pb foi identificada e um mapa de restricao
obtido. A fim de clonar o gene cry9-725, foram desenhados os oligonucleotideos Up725
(6" ATGGATCCAAGAGTGTGTCAGG 3') e Sph725 (6" CCCCCGCATGCTCCTTCTACC 3')
para introduzir um sitio de BamHlI|, 77 pb “upstream” do cédon de iniciacdo, e um sitio de
Sphl, 98 pb “downstream” do cédon de terminacdo do gene, respectivamente. Foi feita
PCR com estes oligonucleotideos usando o DNA plasmidial da estirpe S725 purificado em
gradiente de CsCl e Pfu DNA polimerase (Promega). O produto de PCR de 3678 pb foi
purificado, digerido com BamHI| e Sphl e clonado em pGEM-3Z f(+), gerando o plasmideo
pGEM725. O gene cry9-725 foi entdo subclonado no vetor binario pSVP27A, gerando o
plasmideo pSVP725, e sequenciado. A sequéncia de 3951 pb obtida contém uma ORF de
3492 pb, a qual codifica um polipeptideo de 1163 aminoacidos, com uma massa molecular
prevista de 131,4 kDa. O novo gene e a nova proteina foram classificados como cry9Bb e
Cry9Bb, respectivamente, pelo Comité de Nomenclatura de Toxinas de Bt

(http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt). A sequéncia de nucleotideos do

gene cry9Bb foi depositada no GenBank com o nimero de acesso AY758316.

Expressao do gene cry9Bb

Cristais do clone de Bt recombinante SVBt725, expressando o gene cry9Bb, foram
purificados em gradiente descontinuo de sacarose. A estirpe recombinante produziu cristais
esféricos, similares aqueles produzidos pela estirpe S725, como observado por microscopia
de contraste de fases com aumento de 1000x e por microscopia eletrénica de varredura

(Fig.1]
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Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura de cristais da estirpe recombinante de
B. thuringiensis SVBt725.

Andlise da sequéncia da proteina

Busca de homologia da sequéncia da proteina Cry9 por BLASTx mostrou que os mais altos
niveis de identidade foram: 73% com CryX (SHEVELEV et al., 1993), atualmente
classificada com Cry9Ba; 64% com Cry9Ea (MIDOH e OYAMA, 2006), 63% com Cry9Da
(ASANO, 1996) e 59% de identidade com Cry9Ca (LAMBERT et al., 1996). A sequéncia
da proteina e as sequéncias dos provaveis dominios estruturais foram alinhados com
holotipos de proteinas Cry9 pelo método Clustal W. Os 5 blocos conservados de
sequéncias identificados por Hofte e Whiteley em varias toxinas Cry (HOFTE e WHITELEY,
1989) foram localizados (dados ndao mostrados). Analises de similaridade para cada
dominio mostraram que a proteina Cry9Bb de S725 (Cry9-725) é mais relacionada a
Cry9Ba nos dominios l e Il (72,4% e 61% de similaridade, respectivamente), enquanto
mais préxima de Cry9Da no dominio Ill (47,3%). Uma arvore filogenética foi obtida através
do programa Mega 2.1, usando o método de evolucdao minima (Fig.2). Pode ser observado

que Cry9-725 é mais proximamente relacionada a proteina Cry9Ba.
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Figura 2. Arvore filogenética de proteinas Cry9. Distancias filogenéticas calculadas pelo
programa Mega 2.1, usando o método de evolucdo minima. A proteina Cry9Bb de B.
thuringiensis estirpe S725 estéa representada como Cry9-725.

Modelo estrutural

Buscas por similaridades da estrutura protéica prevista foram feitas usando os programas
FUGUE e Swiss-Model. Ambos identificaram similaridades entre a nova proteina e
estruturas tri-dimensionais (3D) de proteinas Cry presentes nas bases de dados de PDB.
Alinhamentos da seqliéncia de Cry9 de S725 (Cry9Bb) com seqliéncias das proteinas Cry,
feitos por Swiss-Model, mostraram as seguintes identidades: 30,78% com Cry1Aa
(acesso1ClY); 24,5% com Cry2Aa (acesso 115P); 31,4% com Cry3A (acesso 1DLC) e
28,8% com Cry3Bb (acesso 1J16). Apesar das baixas similaridades de seqiéncias, o
programa Swiss-Model gerou um modelo 3D para a nova proteina, contendo trés dominios
estruturais, semelhante as d-endotoxinas conhecidas. Um modelo estrutural 3D para a
proteina Cry9Bb também foi gerado pelo programa Modeller (Rinaldo Montalvao,
Departamento de Bioquimica, Universidade de Cambridge). Este modelo também foi
baseado nas estruturas 3D de proteinas Cry disponiveis nas bases de dados de PDB e é
muito semelhante ao modelo construido automaticamente pelo programa Swiss-Model. O

modelo também prevé uma estrutura de trés dominios (Fig. 3).



Figura 3. Modelo da estrutura tri-dimensional da proteina Cry9Bb de 5.
thuringiensis estirpe S725 gerada pelo programa Modeller.

Solubilizacéao e ativacdo da nova toxina Cry9

Andlise em 12% SDS-PAGE dos cristais do recombinante SVBt725 mostrou que a proteina
Cry9Bb expressa tem massa molecular de aproximadamente 130 kDa (Fig. 4).
Solubilizacdo dos cristais em NazCO3z 50 mM, DTT 10 mM, em diversos valores de pHs (pH
8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10; 10,5 e 11) resultou em uma banda principal de 130 kDa em toda a
faixa de pH, sendo mais forte entre pH 8 e 9, e em pH 11. Foi feita ativacao por tripsina
em diferentes taxas tripsina: toxina [1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 e 1:50 (m/m)]
ou por extrato intestinal de insetos [2,5% (v/v) de extrato de A. grandis ou P. brassicael].
Ativacao de Cry9Bb por tripsina produziu dois fragmentos principais por volta de 69 e 58
kDa (Fig. 4). Ativacao por extrato intestinal de A. grandis ou P. brassicae produziu um

fragmento de aproximadamente 70 kDa (Fig. 4) ou 66 kDa, respectivamente.
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Figura 4. SDS-PAGE dos cristais e produtos de solubilizacdo e ativacao da proteina
expressa pela estirpe recombinante SVBt725. Cristais de Cry9Bb purificados foram
solubilizados em pH 9 e ativados por extrato intestinal de A. grandis ou tripsina em
diversas taxas tripsina: toxina. Dez ug de cristais ou 8 ug de toxina solubilisada ou
ativada foram aplicados por poco, os fragmentos separados em SDS-PAGE 12% e
corados com “coomassie blue”. 1 - marcador de massa molecular (kDa); 2 -
cristais de SVBt725; 3 — toxina Cry9Bb solubilizada; 4 - toxina ativada por 2,5%
(v/v) de extrato intestinal de A. grandis; 5 — toxina ativada por tripsina a 1:1 (m/m)
tripsina: toxina; 6 — toxina ativada a 1:2 (m/m) tripsina: toxina; 7 - toxina ativada a
1:5 (m/m) tripsina: toxina; 8 - toxina ativada a 1:10 (m/m) tripsina: toxina; 9 -
tripsina (10 pg).

Imunodeteccao de proteina Cry9

Foram feitas reacdes para imunodeteccdo de Cry9 em cristais do recombinante SVBt725,
toxina solubilizada e toxina ativada. Cristais de S725 foram usadas como controle positivo
da reagdo. Sinais positivos fortes foram observados para os cristais de ambas as estirpes e
para a toxina solubilizada (Fig. b). Somente uma banda abaixo de 25 kDa (nao visivel no
gel corado com “coomassie blue”) foi detectada entre os produtos de ativacdo da proteina

(Fig. 5).
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Figura 5. Imunodeteccdo de Cry9 nas proteinas das estirpes de B. thuringiensis
S725 e SVBt725. Cristais de SVBt725 foram solubilizados em pH 8,5 e a proteina
ativada com extrato intestinal de A. grandis ou tripsina. A) Os fragmentos das
proteinas foram separados em SDS-PAGE-12% e corados com “coomassie blue”.
Dez ug de cristais ou 8 ug de toxina solubilisada ou ativada foram aplicados por
poco. 1 e 9 - marcador de massa molecular (kDa); 2 — cristais de S725; 3 - cristais
de SVBt725; 4 - toxina de SVBt725 solubilizada; 5 - toxina de SVBt725 ativada
por 2,5% (v/v) de extrato intestinal de A. grandis; 6 — proteinas do extrato
intestinal de A. grandis; 7 — toxina ativada por tripsina a 1:10 (m/m) tripsina:
toxina; 8 - tripsina (8 pg). B) Membrana com as proteinas transferidas de um gel
idéntico ao gel em A, incubada com anticorpo policlonal para proteina Cry9C.
Legenda como em A.

Ensaios de ligacao

Nos ensaios de ligacdo de toxina Cry9Bb biotinilada a BBMV de A. grandis e P. brassicae
ndo foi observada afinidade da toxina a possiveis receptores na BBMYV destes insetos

(dados ndo mostrados).

Bioensaios

Foram realizados bioensaios com os lepidopteros M. sexta, M. brassicae, P. brassicae, A.
gemmatalis, S. frugiperda e T. ni, o colebptero A. grandis, e os dipteros A. aegypti e M.
domestica, usando cristais da estirpe recombinante SVBt725 (proteina Cry9Bb). Nas
concentracdes testadas, a toxina causou mortalidade elevada de M. sexta e A. gemmatalis
(Tabela 1). Para A. grandis, testou-se a concentracdo de 120 pg/ml de toxina, para A.
aegypti testou-se 2 ug/ml de toxina e para M. domestica, 50 pg/ml, e nado foi observada
mortalidade. Para os lepidépteros, as concentracées mais elevadas testadas, os controles
positivos e a mortalidade sdo mostrados na Tabela 1. Bioensaios com os coleépteros D.
virgifera, D. undecimpunctata e L. decemlineata foram realizados com a toxina solubilizada

em 10 concentracdes, sendo a mais alta de 75,75 pg/cm?. Nenhuma mortalidade foi



observada para estas espécies de coledptero. Os bioensaios com os lepiddpteros H. zea, O.
nubilalis, P. xylostella e A. ipsilon foram realizados com a toxina solubilizada em duas
diferentes preparacdes e com a toxina ativada. Para estes lepidépteros nao houve
mortalidade causada pela toxina em nenhum dos tratamentos. Os dados para a toxina e os
controles positivos solubilizados em tampao Na2C0Os 25 mM, pH 10, DTT 10 mM, na mais

alta concentracao de toxina testada encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade inseticida (% de mortalidade) da toxina Cry9Bb de B. thuringiensis
contra larvas de lepidépteros.

Cry9Bb Controle positivo
Inseto-alvo Concentracao % mortalidade Identidade e % mortalidade
concentracao
Manduca sexta 20 pg/cm? 83 Cry1Ac 100
100 ng/cm?
Mamestra 20 ug/cm? 0 Cry1Ca 45,8
brassicae 200 ng/ cm?
Pieris brassicae 20 pg/cm? 0 Cry1Ac 75
100 ng/cm?
Anticarsia 21,4 ug/cm? 91,6 Btk HD1 100
gemmatalis 21,4 pg/cm?
Spodoptera 17,5 ug/cm? 16,6 Btk HD1 100
frugiperda 17,5 ug/cm?
Trichoplusia ni 1 mg/ml 2 Btk HD1 44 .4
1 mg/ml
Helicoverpa zea 63,8 ug/cm? 0 63,8 ug/cm? 72,7
Ostrinia 63,8 ug/cm? 0 63,8 ug/cm? 100
nubilalis
Plutella 63,8 ug/cm? 0 63,8 ug/cm? 100
xylostella
Agrotis ipsilon 63,8 ug/cm? 0 63,8 ug/cm? 60

Foram realizados bioensaios para calculo de CLsoda toxina Cry9Bb contra M. sexta. A
Tabela 2 mostra as CLso médias, calculadas a partir de trés bioensaios, dos cristais de

Cry9Bb e de Cry1Ac contra larvas neonatas de M. Sexta.

Tabela 2. Valores de CLso para cristais de Cry9Bb e Cry1Ac contra larvas neonatas de M.
sexta

Toxina Clso* Limite de confianca de 95%
Cry9Bb 9,21 ug/cm? 5,47 - 19,03 ug/cm?
Cry1Ac 3,93 ng/cm? 2,56 — 6,06 ng/cm?

ClLso* = concentracéao letal para 50% da populacao testada.




A toxina Cry9Bb foi aproximadamente 2340 vezes menos téxica do que a da proteina

padrao Cry1Ac para este inseto.

Ensaios de citotoxicidade

Ensaios de citoxicidade da toxina Cry9Bb ativada contra células de A. gemmatalis UFL-Ag-
286, M. sexta GV1 e C. fumiferana CF1 nao mostraram efeitos visiveis em concentracoes
de até 200 ug/ml para UFL-Ag-286 e CF1 e de até 100 ug/ml para GV1, apés 3 horas de
tratamento. A toxina Cry1Ac a 200 ug/ml causou arredondamento das células (efeito
citolégico) de UFL-Ag-286 e CF1. A toxina Cyt2A causou rapido arredondamento de
células de UFL-Ag-286 na concentracédo de 1 yg/ml e rapida e completa lise de CF1 na

concentracao de 4 ug/ml (dados ndo mostrados).

Analise da mutacao sitio-dirigida

Usando um alinhamento de estruturas previstas de proteinas Cry, observou-se que Pro84 é
um residuo conservado nas toxinas Cry9, exceto Cry9Bb, como também em Cry1, Cry3,
Cry7 e Cry8. Este residuo foi substiuido por Ala no dominio | de Cry9Bb, na regido entre a
hélice a1 e a hélice a2A. Foi, entao, feita mutagénese sitio-dirigida para substituir Ala84
por Pro84 na protoxina Cry9Bb, a fim de testar seu efeito na atividade biolégica. O gene
mutado no plasmideo pSVP725-A84P foi expresso em Bti IPS78/11. O clone selecionado
produziu cristais esféricos, semelhantes ao da estirpe parental SVBt725. Os cristais da
estirpe mutante e da parental foram solubilizados em tampéao de solubilizacdo em trés
diferentes pHs (8,5; 9,0 e 9,5) e as proteinas ativadas por tripsina a 1:100 (m/m) tripsina:
toxina. Solubilizacdo da proteina mutante Cry9BbA84P produziu uma banda de
aproximadamente 130 kDa, como Cry9Bb. A ativacao resultou em 2 bandas principais por
volta de 69 e 58 kDa para ambas as proteinas (dados ndo mostrados). As concentracdes
obtidas para proteinas solubilizadas e ativadas nos diferentes pHs sugerem que a toxina
mutante é ligeiramente mais sollvel do que a parental nas condicOes testadas (dados nao
mostrados). O efeito da mutacao na atividade biolégica foi analisado através de bioensaios

com larvas de M. sexta dos cristais da proteina Cry9BbA84P e de Cry9Bb em paralelo.

As CLso médias, calculadas a partir de trés bioensaios, estdo mostradas na Tabela 3.



Tabela 3 Valores de CLso para cristais de Cry9Bb e Cry9BbA84P contra larvas neonatas de
M. sexta

Toxina CLso* Limite de confianca de 95%
pglem? - uglem?
Cry9Bb 4,46 2,05 - 15,56
Cry9BbA84P 0,78 0,41 - 1,53

CLso* = concentracao letal para 50% da populacéo testada

A toxina Cry9BbA84P, com a mutacdo A84P, é 5,7 vezes mais téxica do que Cry9Bb

contra larvas neonatas de M. sexta.

Discussdo

Um gene tipo-cry9 da estirpe S725 de Bt subesp. japonensis foi clonado e sequenciado e
expresso. A busca por homologia (BLASTx) da sequéncia de aminoacidos deduzida revelou
um nivel elevado de identidade com 8-endotoxinas Cry9, sendo a mais alta identidade com
Cry9Ba (73%). Baseado na identidade da sequéncia de aminoacidos, a proteina foi
classificada como uma nova &-endotoxina, Cry9Bb. O novo gene cry9Bb difere nitidamente
do gene criptico cryX, atualmente classificado como cry9Ba, isolado de uma estirpe de Bt
subesp. galleriae, o qual ndo é expresso naturalmente in vivo (SHEVELEV et al., 1993).
Analise da arvore filogenética das sequéncias de protoxinas da familia Cry9, incluindo a
nova proteina Cry9 de S725, mostrou que esta estd mais préxima de Cry9B, enquanto
Cry9A esté afastada das outras proteinas Cry9. Perfil semelhante foi encontrado por Bravo
(BRAVO, 1997) ao analisar relacdes filogenéticas de proteinas Cry. Bravo mostrou que a
toxina Cry9Aa estava localizada distante das toxinas Cry9Ba e Cry9Ca, sugerindo que

Cry9Aa evoluiu independentemente da outras toxinas Cry9.

Os cristais formados pela proteina Cry9Bb expressa pela estirpe de Bt recombinante
SVBt725 foram solubilizados, resultando em uma proteina de 130 kDa que, apds ativacao
por tripsina, produz dois fragmentos principais de 69 e 58 kDa. Imunodeteccdao com
anticorpo policlonal anti-Cry9C mostrou reacoes positivas fortes para os cristais e para a
toxina solubilizada, porém nao foi detectada nos fragmentos da toxina ativada, sugerindo
gue o epitopo de Cry9 nao esté localizado nos principais fragmentos da toxina ativada.
Bioensaios com a nova proteina Cry9Bb foram realizados com 10 espécies da ordem
Lepidoptera, 4 de Coleoptera e 2 de Diptera. A toxina mostrou atividade contra os
lepidépteros M. sexta (lagarta do tabaco) e A. gemmatalis (lagarta da soja). Para as outras
espécies, a toxina mostrou baixa ou nenhuma atividade nas condicoes e doses testadas.

Nao foi observada afinidade da toxina a receptores na BBMV de A. grandis e P. brassicae,



o que esta de acordo com a falta de toxicidade, ja que a ligacdo da toxina Cry a receptores
no epitélio do intestino médio do inseto é um importante fator determinante da
especificidade da toxina (PIGOTT e ELLAR, 2007).

A Clsode Cry9Bb contra larvas neonatas de M. sexta (9,21 ug/cm?) foi muito mais alta do
que a LCso da toxina de referéncia Cry1Ac (3,93 ng/cm?). O alto nivel de susceptibilidade
de M. sexta para Cry1Ac ja foi relatado por véarios grupos de pesquisa (LEE et al., 2001;
GILLILAND et al., 2002; VILCHEZ et al., 2004). Gilliland e colaboradores (GILLILAND et
al., 2002), por exemplo, obtiveram uma CLso de 0,033 ug/ml para cristais de Cry1Ac
contra larvas neonatas de M. sexta e de 1,24 ug/ml para larvas de terceiro instar. Por
outro lado, uma atividade muito mais baixa foi relatada para a toxina Cry1Ba1l contra
larvas de M. sexta. Zhong e colaboradores (ZHONG et al., 2000) obtiveram uma CLso de
0,19 mg/ml para cristais de Cry1Bal contra larvas neonatas desta espécie.

Nos ensaios de citotoxicidade com células de A. gemmatalis UFL-Ag-286, M. sexta GV1 e
C. fumiferana CF1 a toxina Cry9Bb ativada nao mostrou efeitos citopaticos visiveis nas
concentracdes testadas. Isto pode ser devido a auséncia de receptores nas células
derivadas de diferentes tecidos, que ndo do intestino médio (KNOWLES et al., 1986;
ZHONG et al., 2000). Ha relatos de que culturas de células de insetos ndo possuem os
receptores normais do intestino médio e que nao respondem tao especificamente as
toxinas como os insetos (SCHNEPF et al., 1998).

Para determinar se a substituicdo de um aminoacido teoricamente conservado no dominio |
da toxina resultou em efeitos biolégicos, Ala84 em Cry9Bb foi substituida por Pro84. As
propriedades da proteina mutante foram avaliadas através de andlises de solubilidade,
ativacao por tripsina e toxicidade para M. sexta. Cry9Bb e Cry9BbA84P mostraram um
perfil de solubilizacao e ativacao similares, indicando que a toxina mutante é estavel e a
estrutura da proteina nao foi alterada significativamente (ALCANTARA et al., 2001).
Entretanto, um ligeiro aumento na solubilidade dos cristais e um aumento de quase 6 vezes
na toxicidade da mutante para M. sexta foi observada. O dominio | nas toxinas Cry esta
envolvido na insercdo na membrana, oligomerizacdo da toxina e formacao dos poros
(BRAVO, 1997; GERBER e SHAI, 2000; DE MAAGD et al., 2001). Mutacoes em diferentes
residuos neste dominio tém mostrado efeitos variaveis na toxicidade, com aumento ou
reducao desta (SCHNEPF et al., 1998). Neste trabalho, como uma razao para a atividade
aumentada do mutante Cry9BbA84P, sugere-se que a troca do aminoacido flexivel Alanina
na cadeia lateral por um mais hidrofébico e menos flexivel, Prolina, no dominio |, pode ter
contribuido para uma maior estabilidade termodindmica da proteina, incrementando o

processo de formacao de poros e, consequentemente, sua toxicidade.



Conclusdes

A estirpe S725 de Bt subsp. japonensis produz cristais compostos por uma nova e Unica o-
endotoxina Cry9Bb, a qual possui atividade contra alguns insetos lepidépteros. Para melhor
investigar o espectro de acdo da nova toxina, ela deve ser testada contra outras espécies
de lepidépteros, contra insetos de outras ordens, como Orthoptera e Hemiptera, e mesmo
contra outros invertebrados, como nematdides. A atividade da toxina pode ser
incrementada através de manipulacado da sequéncia de aminoéacidos, por meio de mutacdes

sitio-dirigidas.
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