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RESUMO
Os genes crylCa, cry2Ab e crylOAa de diferentes estirpes brasileiras de Bacillus
thuringiensis foram amplificados por PCR, clonados em um vetor de clonagem e
seqiienciados. As analises das seqiiéncias mostraram alta identidade com outros genes
cry ja descritos. Os genes foram removidos dos vetores de clonagem e introduzidos em
um plasmideo vetor de transferéncia (pSynXIVVI+X3) para construgdo de baculovirus
recombinantes por recombinacdo homodloga. Os virus recombinantes foram purificados
por diluicdo seriada em placa de 96 pogos ¢ usados para infectar células de Trichoplusia
ni (BTI-Tn5B1-4) e larvas de Spodoptera frugiperda. A analise transcricional dos genes
cry2Ab e cryl0Aa foi realizada por RT-PCR, a partir de mRNA extraido de células de
inseto infectadas (72 h p.i.), para confirmagdo da presenga de um transcrito especifico
para os genes. Extratos de larvas infectadas (96 h p.i.) com os virus vSyncrylCa,
vSyncry2Ab e vSyncrylOAa foram usados para purificacdo dos cristais das proteinas
recombinantes por ultracentrifugacdo. Em SDS-PAGE, os extratos apresentaram
polipeptideos de aproximadamente 65, 65 e 74 kDa, correspondentes, respectivamente,
ao tamanho das proteinas CrylCa, Cry2Ab e CrylOAa. Estes mesmos cristais foram
analisados por microscopia de luz e eletronica e mostraram-se na forma de grandes
cristais cubdides. A toxicidade dos cristais das proteinas recombinantes foram
verificadas para larvas de segundo instar de S. frugiperda e¢ Anticarsia gemmatalis
(CrylCa, sendo a CLsp de 114,44 e 19,49 ng/mL, respectivamente), e a proteina
Cry2Ab recombinate foi toxica para larvas de S. Frugiperda (CLso de 3,40 ug/mL). No
entanto, a proteina Cryl0Aa recombinante foi altamente toxica para larvas neonatas de
A. grandis com CLsy de 7,12 pg /mL. Neste trabalho, foi demonstrado que proteinas
Cry recombinants sdo similares as proteinas naturais, possuindo alta toxicidade para
diferentes insetos-praga, o que confirma a utilidade do sistema de expressdo baseado em

baculovirus e células de inseto para o estudo de proteinas Cry.
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ABSTRACT

The crylCa, cry2Ab and crylOAa genes from different Brazilian strains of Bacillus
thuringiensis were amplified by PCR, cloned into a plasmid cloning vector and
sequenced. Sequence analysis showed high identity to previous known cry genes. The
genes were removed from the cloning vector and introduced into a transfer vector
(pSynXIVVI+X3) for the construction of recombinant baculoviruses by homologous
recombination. The recombinant viruses were purified by serial dilution in 96 well
plates and used to infect Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4) insect cells and Spodoptera
frugiperda larvae. Transcritptional analysis of the cry2Ab and crylOAa genes was
carried out by RT-PCR, using mRNA extracted from infected insect cells (72 h p.i.), in
order to confirm the presence of the gene specific transcript. Recombinant virus
(vSyncry1Ca, vSyncry2Ab and vSyncryl0Aa) infected insect extracts (96 h p.i.) were
used for the purificaton of crystals, made of recombinant proteins, by
ultracentrifugation. In SDS-PAGE, the insect extracts showed polypeptides of
approximately 65, 65 and 74 kDa, corresponding, respectively to the sizes of the
proteins CrylCa Cry2Ab e Cryl0Aa. These same crystals were analysed by light and
electron microscopy and showed the shape of big cuboidal crystals. Furthermore, the
crystals preparations were toxic to second instar S. frugiperda and Anticarsia
gemmatalis larvae, with a CLsy of 114,44 and 19,49 ng/mL, respectively (from
vSynCrylCa-infected insect extracts), to second instar S. frugiperda, with a CLs, de
3,40 pg/mL (from vSynCry2Ab-infected insect extracts) and neonate A. grandis larvae,
with a CLsg of 7,12 pug /mL (from vSynCryl0Aa-infected insect extracts). This work
showed that recombinant Cry proteins are similar to their natural couterpart, showing
the high toxicity to different insect pests, which demonstrate the utility of the

baculovirus expression system for the study of Cry proteins.
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1. INTRODUCAO

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) produz proteinas toxicas contra diversos
organismos diferentes. Entre as proteinas entomopatogénicas produzidas por Bt se
encontram as fosfolipases (Zhang et al., 1993), proteases (Lovgren et al., 1990),
quitinases, o-exotoxinas ou exotoxinas (Schnepf & Whiteley, 1985), B-exotoxinas,
(Levinson, 1990), proteinas VIP (Estruch et al., 1996) e proteinas Cry e Cyt (Schnepf et

al., 1998).

A principal caracteristica que define a espécie Bt é a presenca de um cristal,
responsavel pela atividade toxica contra insetos. Estes cristais sdo formados por uma ou
varias toxinas de natureza protéica chamadas comumente de d-endotoxinas, ou proteinas
Cry. Desta forma, o espectro de acdo toxica do Bt se explica tanto pelo tipo, assim
como, pela propor¢do em que se encontram diferentes toxinas em cada estirpe isolada.
Diversas proteinas Cry diferentes ja foram descritas (Crickmore et al., 2006) e os seus
respectivos genes se encontram, em sua maioria, em plasmideos cripticos e conjugativos
de alta massa molecular (>40kb) (Gonzales et al., 1981; Kronstad et al., 1981). Nao
existe nenhuma correlagdo entre o perfil plasmidial de uma estirpe com o nimero de
copias de genes Cry, no interior de uma mesma bactéria. Atualmente, mais de 350 genes
de proteinas Cry foram clonados e seqiienciados nos tltimos anos, a partir de diferentes

estirpes de Bt (Crickmore et al., 2006).

As proteinas Cry entomopatogénicas, produzidas por Bt, possuem especificidade
para ordens de insetos tais como: Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Himenoptera e
Homoptera, assim como acaros e outros invertebrados (nematelmintos e platelmintos)
(Feitelson, 1992). No entanto, para serem toxicas aos organismos susceptiveis, as
toxinas de Bt precisam ser sintetizadas na forma de uma pré-toxina (toxina inativa), que

¢ convertida a forma ativa pela acdo de proteases presentes no intestino médio dos



insetos susceptiveis, sendo que o fragmento da toxina ativa pode variar, dependendo da
proteina Cry, entre 60 ¢ 70 kDa (Rukmini et al., 2000). Essas toxinas ativas interagem
com receptores presentes nas células do epitélio do intestino médio dos insetos
susceptiveis e levam a formacdo de poros nas mesmas, causando um desequilibrio no
balango osmético destas células. Este evento causa a paralisacdo na alimentagdo e
posteriormente a morte dos insetos susceptiveis (De Maagd et al., 2003).

Mesmo sendo usados como biopesticidas ha mais de meio século e com
evidéncias de causar menos impacto ao meio ambiente do que os inseticidas quimicos
de uso convencional, por serem altamente especificos aos organismos susceptiveis,
sendo indcuos a outros organismos nao-alvos, como os seres humanos, os produtos a
base de Bt nunca ocuparam um lugar de destaque no mercado de vendas de inseticidas,
principalmente por ndo ser um produto sistémico ¢ a sua degradagdo rapida pela agdo da
luz ultravioleta (Burges & Jones, 1998). No entanto, a utilizacdo de Bt como agente de
controle biologico tem aumentado cada vez mais, em nivel mundial, nas ultimas
décadas, e a busca de estirpes que produzam novas toxinas estd em andamento no
mundo todo com o objetivo de oferecer uma alternativa para o controle de insetos-praga
em cultivos economicamente importantes, no controle de vetores de doengas humanas e

de animais (Bobrowski et al., 2003; Schnepf, 1998).

Com o descobrimento de proteinas de Bt com atividade tdxica elevada a
diferentes insetos-praga, o aumento das perspectivas do uso desta bactéria e de suas
proteinas inseticidas tornau-se realidade. Essas proteinas podem ser expressas em
plantas, permitindo a expressdo continua das proteinas no tecido vegetal e atingindo,
assim, apenas os insetos-praga susceptiveis que se alimentam dos tecidos vegetais (De
Maagd et al., 1999). Além disso, a expressao das proteinas Cry isoladas permite estudar
sinergismos e antagonismo entre elas. Desse modo, neste trabalho, nossos objetivos

foram caracterizar genes cry de cepas de B. thuringiensis codificando proteinas com alta



toxicidade para insetos alvos (lepidopteros e coledpteros) e expressar estes genes
utilizando o sistema de expressao baseado em baculovirus e células de inseto. Além
disso, a partir das proteinas semi-purificadas analisamos a toxicidade dessas proteinas
recombinantes contra larvas de segundo instar de S. frugiperda, A. gemmatalis e A.

grandis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Bacillus thuringiensis

Bt ¢ uma bactéria de solo, aerobia, Gram positiva, da familia Bacillaceae, que se
caracteriza pela producdo de inclusdes protéicas cristalinas durante a fase de
esporulagio (Fig. 1), durante a fase estacionéria do ciclo de crescimento. E uma bactéria
de ocorréncia ubiqua (Krywunczyk & Fast, 1980), em varios substratos como solo,

agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grios armazenados

(Miralles & Pérez, 2004).

Bt foi isolado, pela primeira vez, a partir de larvas mortas de Bombyx mori
(bicho da seda) (Lepidoptera: Bombycidae) e descrita em 1901 pelo bacteriologista
Ishiwata. Uma década depois, foi isolado um organismo similar, a partir de larvas
mortas de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidac) no distrito de Thuringia,
Alemanha, ¢ o denominou de Bt, esta bactéria pode ser sistematicamente classificada
como: Classe: Firmibacteria; Ordem: Eubacteriales; Familia: Bacilaceae; Género:

Bacillus; Espécie: B. thuringiensis.

Esporo

Cristal

Figura 1. Fotomicrografia de uma célula de Bt mostrando: cristais(c) e esporos (e)

(adaptado de De Maagd et al., 2001).



Embora o termo Bacillus thuringiensis geralmente seja empregado para uma
unica espécie, na verdade ele pode denominar um complexo de varias espécies (B.
anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. weihenstephanesis). Bt e B. cereus, por exemplo,
mostram caracteristicas fenotipicas e bioquimicas comuns, mas por defini¢dao, Bt pode
ser diferenciado pela presenga dos cristais (Luthy & Wolfersberger, 2000), visiveis em
microscopia de contraste de fase, embora este seja um critério com pouco valor
taxondmico (Lysenko, 1983). Os métodos moleculares como hibridizagdo do DNA
cromossomico, analise de acidos graxos e fosfolipidios, comparagdo da seqiiéncia 16S
rRNA, entre outros, mostram que estas duas espécies sdo, na verdade, somente uma.
Esta semelhanga ¢ devida a transferéncia de plasmideos que codificam as proteinas Cry
de Bt para B.cereus e, por outro lado, Bt pode perder a capacidade de produzir estas
toxinas, tornando-se B. cereus. Portanto, a distingdo entre estas espécies ndo ¢ clara e
continua sendo assunto de interesse de muitos taxonomistas (Glare & O’Callagham,

2000; Hansen & Salamitou, 2000; Schnepf et al., 1998)

2.2. Toxinas produzidas por Bt

Bt pode produzir varias proteinas com atividade inseticida como a o-exotoxina,
B-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (Hansen & Salamitou,
2000). Por outro lado, estudos tém demonstrado que o esporo também pode contribuir

para a patogenicidade, através da acdo sinergistica com as proteinas Cry (Johnson e

McGaugey, 1996).



2.3. As proteinas Cry ( 6-endotoxinas)

As proteinas Cry, individualmente, apresentam um espectro de acdo
normalmente restrito a uma ordem de insetos em particular (De Maagd et al, 2001). A
analise dos cristais protéicos por microscopia de contraste de fase e do perfil
eletroforético pode dar uma idéia inicial do espectro de acdo (Valadares-Inglis et al,

1998).

A estrutura determinada por difracdo de raios X da por¢ao toxica das proteinas
Cry3A (Li et al., 1991) e CrylAa (Grochulski et al., 1995), revelaram que estas
moléculas estdo organizadas em trés dominios (Fig. 2). O dominio I (Cry 3A,
residuos 58 a 290; CrylAa, residuos 33 a 253) ¢ constituido por seis a-helices
anfipaticas que rodeiam uma a-helice hidrofobica. Dominio II (Cry 3A, residuos 291
a 500; CrylAa, residuos 265 a 461) sendo formado por a-helices curtas e trés "folhas
B"-antiparalelas e o dominio III (Cry 3A, residuos 501 a 644; CrylAa, residuos 463 a

609), que ¢ formado de "folhas B"-pregueadas, dispondo-se uma sobre a outra.



Dominio II1
(Estabilidade da proteina)

Duas folhas
[-antiparalelas

I~ R
an PN a-6
& ’??ﬂ;‘{a

Dominio I
(Formagdo do poro)

-

\Cj?'\

Dominio I 1
(Ligacdo ao receptor)

Figura 2. Representagdo esquematica da toxina Cry3A (baseada na estrutura de Li et al.,

1991). Os trés dominios estdo indicados em cores diferentes. O dominio I

(azul) compreende sete a-hélices e estd relacionado a formagdo do poro.

Dominio II (verde) estéd relacionado com a ligag@o a receptores de membrana.

Este dominio ¢ formado por trés folhas B-antiparalelas terminando em algas no

apice da molécula. O dominio III (vermelho) corresponde a regido C-terminal

que consiste de duas folhas B-antiparalelas, formando um B-sanduiche e

acredita-se que este dominio esteja fortemente envolvido com a estabilidade

estrutural. (Adaptado de Aronson & Shai, 2001)



As toxinas Cry apresentam cinco blocos de seqiiéncias conservadas, o que
sugere que eles sejam importantes para a fungdo bioldgica dessas proteinas,
principalmente por se localizarem nas regides internas da proteina e na regido de
contato entre dominios, o que também permite dizer que as proteinas Cry formam uma
familia com blocos similares ¢ mecanismos de agdo destas sdo muito semelhantes
(Monnerat & Bravo, 2000). Na Figura 3, sdo apresentados os grupos da familia dessas
toxinas, organizados de acordo com a identidade e homologia das seqiiéncias. O
primeiro grupo ¢ formado pelas proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 e Cryl0,
que sdo muito relacionadas e suas toxinas ativas compartilham cinco blocos de
significativa homologia (Hofte & Whiteley, 1989; Lereclus et al., 1993; Baum &
Malvar, 1995). Um segundo grupo, ¢ formado pelas proteinas Cry5, Cryl2, Cryl3,
Cryl4 e Cry 21, onde se observa homologia entre os blocos 1, 2, 4 ¢ 5, sendo
encontrada uma variabilidade do bloco conservado 1 em relacdo aos grupos 1 e 2. As
proteinas do segundo grupo apresentam uma variante no bloco 2 e o terceiro bloco
completamente ausente (Schnepf et al, 1998). O terceiro grupo é formado pelas
proteinas Cry2, Cryll e Cryl8, constituido pelo bloco 1 e uma variante truncada do
bloco 2, mas existindo significativa homologia com os outros blocos conservados

(Lereclus et al., 1989).
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Figura 3. Alinhamento da estrutura primaria das toxinas Cry. Os retdngulos coloridos
correspondem as seqiiéncias conservadas. Dominios I, II e III correspondem a

toxina ativa (adaptada de De Maagd et al., 2001).



2.4. Numero de copias de genes Cry ocorridas no DNA plasmidial de Bt

O numero de copias dos genes Cry presente em uma determinada cepa de Bt
pode influenciar de maneira significativa na quantidade final da proteina produzida pela
bactéria. Os genes que codificam as proteinas se encontram localizados em plasmideos
de alta massa molecular com um alto nivel de replicagdo, que possuem uma ou varias
copias do mesmo gene cry (Sanchis et al., 1998). O niimero de copias de um mesmo
gene, que pode co-existir em uma linhagem de Bt sem que se altere a fisiologia da
bactéria pode ser de 5 a 15 (Arantes & Lereclus, 1991). Com isto, a bactéria assegura
uma alta taxa de producdo da toxina. Este efeito pode ser explicado devido a presenga
dos fatores sigma que estdo envolvidos na sele¢do do sitio dos promotores para a

transcri¢ao dos genes Ccry (Aronson, 1993).

2.5. Regulacio transcricional dos genes Cry e esporulaciao em Bt

Existe, na maioria das proteinas de Bt, uma relacdo estreita entre a fase de
esporulacdo e o inicio da formacdo dos cristais no espago parasporal. Sendo assim,
mecanismos genéticos que estdo envolvidos no ciclo de vida da bactéria e o processo de

produgdo destas proteinas sdo descritos a seguir.

A esporulagdo ¢ um mecanismo de reposta das células de Bt a condi¢des de vida
desfavoraveis, cuja finalidade ¢ produzir uma forma de resisténcia ao ambiente adverso
ao seu desenvolvimento. Os diferentes mecanismos que regulam a esporulagdo tém sido
estudados principalmente em B. subtilis, uma espécie semelhante a Bt. De modo que, os
estudos morfoldgicos e genéticos tém alta similaridade entre ao mecanismo de

esporulacdo entre estas duas espécies (Driks, 2002).

10



O processo de esporulacdo quando ¢ induzido, tem uma duragdo em média de 6
a 8 h e conduz uma série de mudangas morfologicas e fisiologicas (Errington, 1993),
que determinam a producdo de dois compartimentos bem definidos na célula. O
esporangio, onde ocorre a formagao do esporo bacteriano e no segundo compartimento,
ocorre a formagao dos cristais das proteinas Cry. Neste processo participam mais de 125
genes diferentes, cuja transcricdo tem regulagdo espacial e temporal por sucessivas
substitui¢des dos fatores sigmas, que sdo responsaveis por responder as alteracdes
ambientais, junto com a RNA-polimerase para reconhecimento de novas classes de

genes (Stratiger & Losick, 1996).

2.5.1. Mudancas morfologicas ocorridas durante a fase de esporulagao

No inicio da esporulagdo, oito etapas bem definidas na morfologia da célula de
Bt ¢ outros membros do género de Bacillus sdo reconhecidas (Fig. 4). Durante a
primeira etapa (Estadio 1), a célula deixa de crescer devido a falta de nutrientes do meio
e ocorre a replicagdo do DNA. A segundo etapa (Estadio II) se distingue pela formagao
do septo, gerando dois compartimentos independentes: a célula-mde e o pré-esporo
(Péres, 2004). A medida que o processo de esporulagio avanga, ocorre a formagdo de
pré-esporo livre com membrana interna e externa dentro da célula mae. O inicio da
visualizacdo da formacao do cristal das proteinas Cry so6 ocorre a partir do estadio III.
Durante o estadio IV surge a parede primodial da célula, onde se forma um cortex entre
a membrana interna e externa. E possivel visualizar a refractabilidade da célula em
microscopio de contraste de fase. Na fase seguinte (Estddio V), se forma uma capa de
cobertura do esporo, a qual ¢ rodeada completamente por exdsporo. No estadio VI, a

formacao do esporo termina e o cristal atinge o tamanho maximo. A etapa final permite
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a liberagcdo dos esporos gracas a lise da célula—mae (Estadio VII) (Errington, 1992;

Errington, 2003; Stratiger & Losick, 1996).

o Célulamie
0’6 Esparo

EII EIIT EIV . EB5IlBVITI

JUE N 88

Ezporul acio

Figura 4. Esquema de eventos morfologicos e genéticos ocorridos durante a fase de
esporulagdo de B.t. Os diferentes fatores sigma (6" o' o 6" o~ 6% ) na
célula mae estdo correlacionados com a curva de crescimento da bactéria. Os
diferentes estadios da fase de esporulagdo de Bt sdo: estadio I (EI), II (EII),
I (EII), IV (EIV), V (EV), VI (EVI) e os VII e VIII (EVII e EVIII ), e

ocorrem em funcao do tempo TO, T2 e T(6-8) horas (Pérez, 2004).
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2.5.2. Alteracoes genéticas ocorridas durante a fase de esporulagao

As modificagdes genéticas ocorridas no momento da esporulacdo sdo mais
complexas do que as mudancas morfologicas, sendo muitas etapas ainda desconhecidas.
Atualmente, sdo conhecidos mais de cem genes envolvidos no processo de esporulagao,
que devem ser ativados em momentos precisos € no compartimento subcelular correto.
Esta regulagdo genética ¢ devida, principalmente, a ativacdo seqiiencial dos fatores
sigma e menos relacionada com ativadores de repressores protéicos. Existem em Bt, seis
fatores sigma principais (Fig. 4). Sendo que o fator sigma o™ esta presente somente na
fase vegetativa, enquanto outros fatores 6°, 6", 6% c*, estdo presentes durante a fase de
esporulacdo, que sdo responsaveis pelo reconhecimento dos promotores dos genes Cry.
Outro fator sigma menos importante é o fator sigma o', o qual foi identificado entre a
fase de transicdo da bactéria, no momento que inicia a fase de esporulacdo (Fig. 4).
Desta maneira, todos os genes expressos antes da fase II da esporulagdo sdo
reconhecidos pelos fatores sigmas c* e c. Sendo os fatores sigmas " e o', os
responsaveis pela transcri¢ao a partir da fase de esporulacdo II até a fase de esporulagdo
V, aproximadamente cinco horas apds o inicio da esporulagdo. Em seguida, os fatores

K ~ r . ~ A . r
9 ¢ o sdo responsaveis pela formagio do espordngio e pré-esporos,

sigma G©
respectivamente e vai até a fase final da esporulagdo. Sendo que cada um dos fatores
sigma da esporulacdo sdo responsaveis pela regulagdo da expressdo de um grupo de
genes durante uma fase de desenvolvimento da bactéria (Errington, 1992; 1993;
Stratiger & Losick, 1996; Pérez, 2004). A analise da seqiiéncia dos promotores dos

genes regulados pelos fatores sigmas tem permitido a determinagao das seqiiéncias para

cada um deles (Tabela 1).
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Tabela 1. Seqiiéncia dos promotores estabelecida para diferentes fatores sigmas de B.

subtilis (segundo Pérez, 2004).

Fator sigma Regiao -35 Separacgao Regiao -10

ot TTGACA 17-18 pb TATAAT

o" GTNATA 16-17 pb ATACAAT

o TGCATN 17-18 pb NANANT

c¢ TGAATA 17-18 pb CATACTA

c® GTCACA 15-16 pb CATAANATA

Regido -35 e Regido -10 correspondem a regido promotora de Bt que sdo reconhecidas
pelos respectivos fatores sigmas, onde comeca o inicio da transcrig¢ao.

2.5.3. Genes de Bt dependentes da fase de esporulaciao

As primeiras observagdes efetuadas em microscopia eletronica com a finalidade
de observar a fase de esporulacdo em Bt permitiram demonstrar que a produgdo dos
cristais se inicia a partir da fase Il da esporulagcdo. No entanto, estudos das seqiiéncias
dos genes que contém os promotores fusionados com genes lac-Z de Escherichia coli,
assim como, mutantes de Bt defectivos na esporulacao, tém permitido o reconhecimento
dos fatores sigmas envolvidos na transcri¢ao de varios genes desta bactéria Desta forma,
foi possivel comprovar que a maioria dos genes Cry estudados sao regulados pelo fator

sigma o®. Existem outros genes Cry que sdo transcritos na fase II da esporulacio, tais

como: cry4Aa, cry4Ba e cryllA, sendo reconhecidos pelos fatores sigma c" ¢ " .

(Bravo et al., 1996; Pérez, 2004).
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2.5.4. Genes cry de Bt independentes da fase de esporulacio

Os genes cry independentes da fase de esporulagdo sdo, em fungdo de seus
promotores, reconhecidos por diferentes fatores sigma ativos na fase vegetativa e de
esporulacdo. O gene cry3A representa um exemplo tipico de genes Cry ndo dependente
da esporulagdo. Este gene ¢ expresso durante a fase vegetativa da célula, porém de uma
maneira menos intensa que na fase estacionaria (De-Souza et al., 1993; Pérez, 2004).
Embora o promotor do gene cry3A seja fraco, este ¢ significativamente ativo durante a
fase vegetativa, diferentemente do promotor crylAa que ¢ ativo no final de crescimento
exponencial, sendo expresso de tp a tip, durante a fase estacionaria (Lereclus et al.,
2000). Ao contrario dos promotores BTI (reconhecido pelo fator sigma do tipo c*) e
BTII (reconhecido pelo fator sigma do tipo ™) todos da fase de esporulagdo de Bt, o
promotor de cry3A assemelha-se aos promotores reconhecidos pelo fator sigma o” da
fase vegetativa da bactéria. Analise génica de Bt (Salamitou et al., 1996; Pérez, 2004) ¢
B. subtilis (Agaisse & Lereclus, 1994), mostra que a transcricdo do gene Cry3A ¢
dependente dos fatores sigma ™ na fase vegetativa, e continua sendo transcrito pelo
fator sigma o" durante a fase de esporulacio, além de ter sua transcri¢io aumentada em
um mutante incapaz de iniciar a esporulagdo (Lereclus et al., 1995). A ativagdo da
transcricdo de cry3A, na fase estaciondria, deve-se a um mecanismo independente da

esporulagdo ainda ndo caracterizado (Lereclus et al., 2000).
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2.6. Mecanismo de a¢do das proteinas Cry produzidas por Bt

Os sintomas observados quando as larvas dos insetos susceptiveis consomem 0s
cristais e esporos de Bt sdo: paralisia do intestino, regurgitacdo e finalmente a morte
(Aronson et al., 2001). Estudos histopatologicos tém mostrado que as células colunares
do intestino médio sdo afetadas inicialmente e suas microvilosidades apicais, sdo
praticamente destruidas (Bravo et al., 1992). Os mecanismos de a¢do das proteinas Cry,

no intestino de insetos susceptiveis, serdo descritos abaixo.

2.6.1. Solubilizacio e processamento das toxinas

Os cristais produzidos por Bt, ao serem ingeridos por larvas de insetos
suscetiveis, sdo solubilizados no intestino médio, liberando uma ou mais proteinas Cry.
O intestino médio da maioria das larvas dos insetos-alvo apresenta um pH em torno de
9,5 (Knowles, 1994). Para serem ativadas, as pro-toxinas precisam ser processadas pelas
proteases intestinais das larvas dos insetos, liberando os polipeptidios toxicos. Portanto,
ao serem ativadas por proteases intestinais, as pro-toxinas perdem a extremidade C-
terminal, restando-lhes a por¢do N-terminal como parte ativa (fragmento toxico)
(Monnerat e Bravo, 2000). Parte da extremidade N-terminal pode ser clivada pela acao
de metaloproteases sintetizadas pela propria bactéria durante a esporulagdo (Rukmini et
al, 2000). A combinacdo de toxinas proteoliticamente ativadas possui um papel
importante na determinacdo na especificidade aos insetos. Pode-se citar, por exemplo, o
caso da toxina CrylAb da subsp. aizawai de Bt, que ¢ toxica para lepidopteros, como
Pierris brassicae (Lepidoptera: Pyralidae), e quando processada com tripsina, e toxica
para dipteros, como por exemplo, Aedes aegypti, quando tratada com suco gastrico desse

mosquito (Haider & Ellar, 1989).
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¢ Ligagao das toxinas
nos receptores

élulas epiteli B.‘-

g U | g r

Receptores N Destrui¢cao das
~ c€lulas epiteliais

Intestino médio /' I .

PH alcalino
D - geminacédo dos esporos

Folha contaminadas e proliferacao bacteriana

com B. thuringfensis

Figura 5. Esquema representativo do modo de acdo das proteinas Cry de Bt. A —
Ingestdo de cristais toxinas Cry e esporos de Bt por uma larva susceptivel B -
Cristais sdo dissolvidos no intestino médio em pH alcalino, ocorrendo a
liberacdo da pro-toxina e posteriormente a ativagdo da toxina pelas proteases
presente no instestino médio. C — Ligacdo da toxina aos receptores e
destruicdo das células epiteliais do intestino médio e D — Germinagdao dos
esporos e proliferagdo da bactéria. Esquema adaptado a partir do site

www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc217.htm

2.6.2. Unido ao receptor

Foi demonstrado que as proteinas Cry, apos serem ativadas por proteases do
intestino médio, ligam-se a receptores especificos e localizados nas microvilosidades
apicais das membranas das células colunares do intestino dos insetos suscetiveis das
ordens Lepidoptera (Hoffmann et al, 1988), Coleoptera (Bravo et al, 1992) e Diptera

(Hofte & Whiteley, 1989; Ravoahangimalala et al, 1993).

A unido a estes sitios € uma etapa determinante da especificidade das toxinas

Cry, o que motivou diversos grupos de pesquisa a se dedicarem ao entendimento
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desse processo (Monnerat & Bravo, 2000). A maior parte dos estudos tem sido
conduzidos com larvas de lepidopteros e com as toxinas do tipo Cryl (Pietrantonio &
Gill, 1996), mas existem alguns estudos, também, com a toxina Cry3A e larvas do

coleoptero Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (Belfiore et al, 1994).

A cinética de unido das toxinas Cry as vesiculas da membrana das
microvilosidades apicais dos insetos suscetiveis ¢ bifasica, composta de um passo
reversivel e outro irreversivel (Hoffman et al, 1988; Van Rie et al, 1989). O primeiro
passo envolve a ligagdo especifica entre a toxina e seu sitio de unido (unido
reversivel), que é um requisito basico para que ocorra toxicidade, mas ndo suficiente
(Schenepf et al, 1998). No entanto, a unido irreversivel a receptores especificos e a
inser¢do na membrana parecem estar mais ligadas com a toxicidade (Van Rie et al,

1989; Monnerat & Bravo, 2000).

As regides da toxina Cry3A que interagem com o receptor se localizam nos
dominios II e III. Estas regides foram identificadas por meio de analises de mutantes
sitios dirigidos. Foi determinado que as quatro regides proeminentes nesta interacao
sejam as algas 8 ¢ 1 (entre 2 e B3), 2 (entre f6 ¢ B7) ¢ 3 (entre 10 e p11) (Li et al.,

1991; Monnerat & Bravo, 2000).

De acordo com Monnerat & Bravo (2000), a mutagénese do dominio II pode
gerar proteinas com maior afinidade para o receptor que, por sua vez, pode apresentar
maior toxicidade. Um exemplo disto ¢ o caso da toxina mutante CrylAb N372A-
A282G-L283S. Este mutante apresentou uma afinidade dezoito vezes maior e passou
a ser 36 vezes mais toxica do que a toxina seclvagem para Lymantria dispar
(Rajamohan et al, 1996; 1998). Este dado demonstra que é possivel haver toxinas
mais efetivas, que possibilitam um aumento do espectro de acdo das toxinas Cry

através de mutagénese, o qual tem um grande impacto biotecnologico para a
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producdo de melhores bioinseticidas (Schenepf et al, 1998).

O dominio III também participa da determinagdo da especificidade (Caramori
et al., 1991). A construgdo de proteinas quiméricas entre CrylC e CrylEa mostrou
que o dominio III da primeira ¢ determinante para a especificidade a S. exigua e
Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) (Bosch et al., 1994; De Maagd et al.,

2001).

Os receptores para as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylC nas células
colunares do intestino de insetos susceptiveis sao membros da familia das
aminopeptidases do tipo N, com massa molecular em torno de 120 kDa. Para a toxina
CrylAb em Manduca sexta, foi demonstrado que esta toxina além de se unir a um
membro da familia das caderinas com massa molecular de 210 kDa, une-se também a
uma aminopeptidase N com massa molecular entre 120 ¢ 106 kDa (Vadlamudi et al,
1995; Denolf et al., 1997). Em outros trabalhos verificou-se que essas proteinas
podem interagir com GPI (Glycosylphosphatidyl —inositol) ancorado com a fosfatase
alcalina (PAL), sendo também verificado a interacdo com glycoconjugado de

aproximadamente 270 KDa (Bravo et al., 2007).

2.6.3. Insercio na membrana, agregacio e formacao do poro e citdlise

Apo6s ligacdo a receptores especificos, a toxina Cry se une rapida e
irreversivelmente & membrana plasmatica das células epiteliais, com subseqiiente
abertura ou formagdo de poros, ocorrendo, assim, um desequilibrio osmotico entre o
meio intra e extracelular, ocasionando perda da integridade da membrana do intestino
das larvas de insetos suscetiveis (Van Rie et al., 1989; Ihara et al., 1993; Liang et al.,
1995; Schenepf et al, 1998). Foi demonstrado que doses micromolares das proteinas

Cry sdo capazes de interagir com membranas lipidicas artificiais e de inserir-se nas
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mesmas, formando canais permeaveis principalmente a cations (Schenepf et al, 1998)
e também a anions e solutos neutros (Schenepf et al, 1998; Haider & Ellar, 1989),

com didmetro em torno de 1 a 2 nm (Knowles & Ellar, 1987).

As toxinas Cry aumentam a permeabilidade das microvilosidades apicais a
cations, anions, agua e moléculas de maior tamanho, isto por sua vez causa alteracao
da permeabilidade da membrana e tem como conseqiiéncia final, a destrui¢do do
epitélio intestinal (Wolfersberg, 1996,1995). Uma vez que as células colunares e
caliciformes sdo destruidas, os esporos de Bt tém acesso a hemolinfa (Du &
Nickerson, 1996), meio no qual germinam. Tais eventos conduzem a lise das células
epiteliais do intestino dos insetos e, finalmente, & morte dos insetos por inani¢ao e

septicemia (Monnerat & Bravo, 2000).

Estudos recentes demonstraram que a toxina CrylAb para se ligar e formar
poros nas células colunares do intestino médio de M. sexta (linhagem Bt-R;), ela
sofre uma clivagem proteolitca adicional na por¢do N- terminal, assim como, para o-
helicel do dominio I. desse modo, facilita a formagdo de uma estrutura oligomérica
pré- poro que facilita a insercdo dentro da membrana das célula colunares, sendo
importante para a para a toxicidade da toxina. A formacdo de estrutura oligomérica
tem sido demonstrada para outras toxinas proteinas tais como: CrylAa, CrylAb,
CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylFa e Cry3. A formag¢do da estrutura oligomérica das
toxinas estd correlacionada com a formacgdo do poro. Desta forma, a formacao de
oligdmeros ¢ um passo necessario no mecanismo de acdo das toxinas Cry (Bravo et

al., 2007).
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2.7. Principais classes de proteinas Cry produzidas por Bt

A primeira classificagdo para Bt foi proposta por De Barjac & Bonnefoi (1962).
Esta era baseada em propriedades bioquimicas e na aglutinacdo de antigenos flagelares
(antigenos H) das células vegetativas. Essa classificacdo proporcionou uma consideravel
ordenagdo aos isolados de Bt, que passaram a serem agrupados em subespécies.

A primeira classificagdo das proteinas Cry foi proposta por Hofte e Whiteley
(1989), sendo baseada nas seqiiéncias dos aminoacidos e no espectro de agdo das
toxinas contra os insetos das principais ordens (Cryl — Lepidoptera, Cryll — Lepidoptera
e Diptera, Crylll — Coleoptera e CrylV — Diptera). Posteriormente, Feitelson et al
(1992) prop6s mais dois grupo CryV e CryVI, que apresentavam atividade para
nematoides. No entanto, com a descoberta de novas proteinas e a alta homologia com
grupos ja existente e com especificidade diferentes, ou mesmo com atividade tdxica
dupla contra insetos de duas ordens diferentes, foi necessario estabelecer uma nova
nomenclatura para as proteinas Cry.

Em 1994, um comité internacional, propds uma nova nomenclatura baseada
apenas nas seqiiéncias de aminoacidos, sendo estabelecida em 1998 por Crickmore et al

(1998), disponivel no site www.biols.sysx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt. Nesta nova

nomenclatura, os nimeros romanos foram substituidos por nimeros arabicos e 0s
parénteses removidos. Desse modo, atualmente, mais de 350 genes cry foram
seqlienciados e as proteinas Cry classificadas em 51 grupos e em diferentes subgrupos

(Tabela -2).
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Tabela 2 — Classificac¢do das classes e subgrupos das proteinas Cry de B. thuringiensis proposta pelo comité internacional de 1994, baseado

nas seqiiéncias dos aminoécidos.

Classe da toxina Subgrupos Forma do Massa Molecular  Organismos Susceptiveis Referéncias
Cristal (Ordem)

Cryl 38 Bipiramidais 130 -134 kDa Lepidoptera Crickmore et al., 2006
CrylAb Bipiramidais 130 kDa Diptero/Lepidoptera Smith et al., 1996
CrylCa Bipiramidais 130 kDa Diptero/Lepidoptera Bradley et al., 1995
CrylB Bipiramidais 130 kDa Lepidoptera/ Coleoptera Bradley et al., 1995
Cry2Aa 5 Cuboide 70 - 71 kDa Diptera/Lepidoptera Crickmore et al., 2006
Cry2Ab Cuboide 70 - 71 kDa Lepidoptera Lereclus et al., 1989
Cry2Ac Cuboide 70 - 71 kDa Lepidoptera Lereclus et al., 1989

Cry3 4 Romboides 73 a75 kDa Coleoptera Lambert et al., 1992

Cry4 2 Ovoides 128-135 kDa Diptera Lereclus et al., 1989

Cry5 4 - 135152 kDa Himenoptera Crickmore et al., 2006

Cry6 2 - 44 - 54kDa Nematoéides/ Acari Monnerat & Bravo, 2000

Cry7 2 - 129 - 130 kDa Coleoptera Monnerat & Bravo, 2000

Cry8 9 - 131-134 kDa Coleoptera/ Hemiptera Crickmore et al., 2006

Cry9 8 - 130 -132 kDa Lepidoptera Crickmore et al., 2006

Cryl0 1 ovoides 78 kDa Diptera Thorne et al., 1986

Cryll 3 ovoides 72 kDa Diptera Delecluse et al., 1995

Cryl2 1 - 142 kDa Nematoides Monnerat & Bravo, 2000

Cryl3 1 - 88kDa Nematoides Crickmore et al., 2006

Cryl4 1 - 132 kDa Diptera/ Coleoptera Crickmore et al., 2006

Cryl5 1 - 34 kDa Lepidoptera Brown & Whiteley, 1992

Cryl6/Cryl7 1 - 71 e 72 kDa Diptera Crickmore et al., 2006

Cryl8 3 - 79 kDa Coleoptera Crickmore et al., 2006

Cryl9 2 - 75 kDa Diptera Rosso & Delecluse, 1997

Continuacdo na proxima pagina...
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Continuacgao da tabela 2...

Tabela 2. Classificagdo das classes e subgrupos das proteinas Cry de B. thuringiensis proposta pelo comité internacional de 1994, baseado

nas seqiiéncias dos aminoécidos.

Cry20
Cry21
Cry22
Cry23/Cry24
Cry25
Cry27A
Cry26Aa e Cry28Aa
Cry29
Cry30
Cry31
Cry34
Cry35
Cry36
Cry37
Cry39/Cry40
Cry4l
Cry42
Cry43
Cry44
Cry45
Cry46
Cry47
Cry48
Cry49
Cry50
Cry51

[a—
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86 kDa
79kDa
79kDa

76 kDa
94 kDa

&4 kDa
&8 kDa

14 kDa
44 kDa
44 kDa

88 kDa
70 kDa
30 kDa

30 kDa

Diptera
Nematoéides/ Himenoptero
Himenoptero
Sem atividade conhecida
Diptera
Sem atividade conhecida
Sem atividade conhecida
Diptera
Diptera
Sem atividade conhecida
Coleoptera
Coleoptera
Coleoptera
Sem atividade conhecida
Diptera
Sem atividade conhecida
Sem atividade conhecida
Sem atividade conhecida
Sem atividade conhecida
Sem atividade conhecida
Sem atividade conhecida
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera

Leeetal., 1997
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2002

Ellis et al., 2002
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Yamashita et al., 2005
Crickmore et al., 2006
Yokoyama et al., 2004

Ito et al., 2006
Okumura et al., 2006

Ito et al., 2004

Kongsuwan et al., 2005
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
Crickmore et al., 2006
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2. 8. Baculovirus como vetor de expressio de proteinas heterologas

Baculovirus sdo virus que infectam insetos das ordens Lepidoptera,
Hymenoptera e Diptera (Van Regenmortel et al., 2000). Os baculovirus possuem como
principais caracteristicas um virion com envelope em forma de bastdo e um DNA circular,
dupla-fita, "supercoiled" contendo entre 90 e 200 kilobases (kb) (Arif, 1986, Maruniak et
al., 2004). Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae que ¢ dividida em dois
géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV) (Van Regenmortel et al.,
2000). Os dois sao constituidos de virus envoltos por uma oclusdo cristalina de natureza
protéica (corpo de oclusdo, OB). Vale ressaltar que, a oclusdo do virus em uma proteina
cristal ocorre somente em invertebrados infectados com virus das seguintes familias:
Baculoviridae, Poxviridae (Entomopoxvirinae) e Reoviridae (Cypovirus) (Van

Regenmortel et al., 2000).

A infec¢do pelo baculovirus se da através da ingestdo de alimento contendo o
virus na forma oclusa (OB). Os OB sdo rapidamente dissolvidos em um pH altamente
alcalino no intestino médio de uma larva de um inseto suceptivel. As particulas virais sdo
liberadas dando inicio & infeccdo das células colunares epiteliais do intestino médio
(infeccdo primaria), através da fusdo dos nucleocapsideos virais com a membrana das
microvilosidades (Volkman & Keddie, 1990, Horton & Burand, 1993). Apds a entrada no
nicleo, o DNA viral é replicado e novos nucleocapsideos sdo produzidos. Esses
nucleocapsideos sdo transportados para a regido basolateral das células colunares do
intestino médio e sdo liberados para infectar células do sistema respiratorio e circulatorio
(Engelhard et al., 1994). ). Alternativamente, os virus oriundos da dissolugdo dos OB
entram na célula colunar e a atravessam para infetar as células do sistema traqueal ou
hemolinfa (Barrett et al., 1998). A replicagdo do Autographa californica

nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) ¢ caracterizada pela produgdo de duas formas virais.
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Primeiro, o virus extracelular ou "budded virus" (BV) ¢ produzido por volta de 12 a 24 h
apos a infeccdo. Os BV sdo caracterizados pela presenca de um nucleocapsideo simples
envoltos por envelopes frouxos, derivados da membrana plasmatica, contendo ainda
projecdes na superficie compostas da proteina GP64 (Granados et al., 1986). Os BV
produzidos sdo responsaveis por disseminar a infec¢ao a outras células. Segundo, o virus
ocluso (OB) ¢ produzido bem mais tarde no nucleo da célula, continuando até a morte
celular por volta de 72 h apés a infeccdo (Granados & Williams, 1986). A oclusdo dos
virus em uma matriz protéica ¢ importante para garantir a prote¢do das particulas

infectivas na transmissdo dos virus de inseto para inseto, permitindo aos baculovirus

resistirem as condi¢des ambientais fora do hospedeiro (Figura 6).
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Figura 6. Esquema da infeccdo primaria desenvolvida pelo baculovirus em insetos
susceptiveis. A figura mostra desde a ingestdo dos poliedros pelos insetos até
o inicio da infec¢do das células do intestino médio (Adaptada de Kalmakoff

& Ward. 2003).
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Nos ultimos anos, os baculovirus t€ém sido utilizados como vetores de expressao
de proteinas de origem eucariotica e procariotica (Luckow & Summer, 1988). Isto esta
relacionado a presenca de promotores fortes ativados durante a infeccdo de células de
inseto, principalmente na fase muito tardia, também conhecida como fase "very late"
(VL). Esses promotores sdo derivados dos genes da poliedrina e da proteina P10, que
estdo envolvidos na formagcdo do OB, na fase final da infeccdo. As proteinas
recombinantes quando expressas no sistema de expressio de baculovirus,
principalmente sob o comando dos promotores citados acima sdo, em sua grande
maioria, expressas em grandes quantidades e biologicamente similares as proteinas
nativas. A expressdo do gene da poliedrina conduzida a partir de seu promotor produz,
por volta de 70 h apds a infeccdo, cerca de aproximadamente uma quantidade de

poliedrina equivalente a 20-50% de toda proteina produzida pela célula infectada.

O genoma do baculovirus permite, por meio de recombinagdo homodloga, a
introducdo de genes exogenos com facilidade. Para que isso ocorra, os genes sdo
inseridos dentro de vetores de transferéncia. Em geral esses vetores de transferéncia tém
um promotor forte da fase "very late" do baculovirus associados a um sitio de restricao,
onde o gene ¢ introduzido. O promotor e o sitio de clonagem sdo franqueados por
seqiiéncias do genoma viral onde devera ocorrer a inser¢do. Apds a co-transfecgdo do
DNA viral com o DNA do vetor de transferéncia, a recombinagdo ocorre entre as
seqiiéncias homdlogas do vetor de transferéncia e do baculovirus (Fig. 7). Desse modo,
a insercao do gene de interesse se da dentro do genoma no local de interesse. Sendo
assim, Existem varios sitios no genoma do baculovirus, onde genes heterologos podem
ser inseridos (O’Reilly et al, 1992), dependendo do vetor. Os primeiros relatos do uso
de baculovirus como vetores de expressao foram publicados por Smith et al. (1983), que

usaram o AcMNPV para produzir B-interferon e -galactosidase, respectivamente em
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células de S. frugiperda. Dentre as vantagens para utilizacdo de baculovirus como

vetores de expressao estdo:

1. potencial para expressao de proteinas heterologas em altos niveis;

2. existéncia de promotores fortemente ativos durante a fase tardia da infec¢ao

(ndo interferindo no ciclo viral);

3. diferentes fases na regulagdo génica do ciclo viral, oferecendo oportunidade

de expressao de genes heterologos sob diferentes condigdes celulares;

4. capacidade para clonagem de grandes insergoes;

5. eficiéncia na expressao de genes continuos (sem introns) e cDNAs;

6. simplicidade de manipulagdo.

Alem do método de obtencdao de baculovirus recombinantes por recombinacao
homologa, existe o método de transposi¢do in Vvivo com o uso de um transposon
bacteriano que permite obter baculovirus recombinantes (Luckow, 1993). Este método
consiste nos seguintes procedimentos: o gene de interesse ¢ inserido no sitio de
clonagem do vetor doador que contém o promotor da poliedrina, um sitio de
multiclonagem flaqueados por regides necessdrias para transposi¢do. O vetor &,
posteriormente, usado em uma transformagao de células E. coli DHIOBAC (Invitrogen)
que possuem um bacmideo contendo um sitio de inser¢do de um transposon no loécus da
poliedrina, mais um plasmideo ajudante ("helper"), que codifica transposases
necessarias para ocorrer o evento de transposi¢do entre o plasmideo doador e o genoma
do baculovirus inserido no bacmideo. Apds a selecdo dos clones contendo o bacmideo
recombinante, 0 DNA do bacmideo ¢ purificado e usado para a transfec¢ao de células
de insetos usando lipossomos. Como o DNA do bacmideo ¢ infectivo, ocorre a

replicacdo do virus recombinante em células de inseto em cultura. Atualmente, esse

27



procedimento ¢ comercializado como sistema Bac-to-Bac pela empresa Invitrogen

(Figura 8).
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Figura 7. Construcao de baculovirus recombinantes usando o sistema de recombinagdo
homologa. O gene de interesse ¢ clonado em um sitio de multiclonagem
(SMC) de um vetor de transferéncia, contendo um promotor forte de
baculovirus (pPOL = promotor do gene da poliedrina, polh). Apds a co-
transfec¢do de células de inseto com o vetor de clonagem, contendo o gene de
interesse, € 0 genoma de um baculovirus, ocorre a recombinacdo homologa
entre as regides franqueando o gene de interesse do vetor e o gene da

poliedrina (polh) no genoma do baculovirus.
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Figura 8. Esquema de constru¢do de baculovirus recombinates via transposi¢ao (sistema

Bac-to-Bac, Invitrogen).

Outra vantagem do sistema de expressdo, baseado em baculovirus, ¢ que esses
virus ndo sdo infecciosos a vertebrados, assim, sdo considerados suficientemente
seguros para manipulacdo e producdo industrial de proteinas de importancia
biotecnoldgica. Analogamente, o promotor pl0, dos baculovirus também tem sido
utilizado, uma vez que, também, permite a producdo de altos niveis de expressdo e por
ndo constituir o gene que codifica a proteina P10 um elemento essencial para a
replicacdo viral (Vlak et al, 1998; Weyer et al, 1990). Os niveis de expressao dos genes
exdgenos em células de inseto, usando o sistema de expressdo em baculovirus, sdo
varidveis, o intervalo de 1 a 600 mg de proteina/litro de cultura tem sido relatado

(Maiorela et al., 1988; Luckow & Summers, 1988).

Alguns trabalhos, descritos na literatura, mostraram que a expressao das

proteinas Cry de Bt, utilizando o sistema de expressdo de baculovirus em células de
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insetos ¢ viavel. Esses trabalhos tinham como objetivo um aumento na patogenicidade
viral, pela inser¢ao do gene da toxina bacteriana (Martens et al., 1995; Merryweather et
al., 1990; Ribeiro et al., 1993, 1998). Nesses trabalhos, houve a expressdo tanto da pro-
toxina como varias versoes trucadas da pro-toxina (Martens et al., 1995; Merryweather
et al., 1990). Quando a toxina na forma ativa ¢ injetada na hemolinfa do inseto,
apresenta alta toxicidade aos insetos suscetiveis, semelhantes as toxinas administradas
via oral nos insetos suscetiveis (Ribeiro & Crook.,1993). Além de ndo influenciar de
maneira direta na patogenicidade viral, essas proteinas podem auxiliar no controle de
insetos-praga (virus e toxina) podendo aumentar a eficiéncia de controle de uma

determinada espécie de inseto-praga.

Outro fator de relevancia no ponto de vista biotecndlogico, ¢ que as proteinas
Cry possuem a capacidade de formar cristais nas células de insetos. Sendo que estes
cristais podem ser facilmente purificados e sua toxicidade para os insetos suscetiveis
verificada. Além disso, a proteina Cry pode ser expressa fusionada a uma outra proteina
para melhorar a toxicidade contra os organismos alvos. Em trabalho desenvolvido por
Chang et al (2003), foi demonstrado que a proteina CrylAc quando fusionada com a
proteina poliedrina do baculovirus AcMNPV, melhorou significativamente a
patogenicidate do virus recombinante, quando comparado o virus selvagem no controle

Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Considerando a grande variabilidade genética ocorrida entre as estirpes de Bt,
isoladas de diferentes localidades no Brasil, e a busca por novas estirpes de Bt com alto
potencial inseticida, para que seja utilizada na fabricacdo de bioinseticidas altamente
eficiente no controle de insetos-praga. O nosso trabalho objetivou o estudo isolado de
proteinas Cry recombinantes, visando determinar a toxicidade, isoladamente, destas

toxinas utililizando o sistema de expressao baseado em baculovirus e célula de inseto.

3.2 Especificos:
» Isolar, clonar, sequénciar os genes crylCa, cry2Ab e cryl0Aa de B.
thuringiensis.
= Expressar as proteinas Cryl1Ca, Cry2Ab e Cryl0Aa em células de inseto usando
o baculovirus com vetor de expressao;
» Purificar as proteinas Cry1Ca, Cry2Ab e Cryl0Aa e analisar da atividade toxica

contra larvas dos insetos susceptiveis;

= Analisar a ultra-estrutura dos cristais das proteinas Cry e poliedros produzidos

pelos virus recombinante em microscopia eletronica de varredura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amplificacao, clonagen e seqiienciamento dos diferentes genes cry

O gene truncado crylCa (2.415 bp) foi obtido da estirpe S-1644 de B.
thuringiensis pertencente ao banco de Bacillus da Embrapa Milho e Sorgo de Sete
lagoas (MG), ¢ os genes cry2Ab e crylOAa foram amplificados a partir do DNA
plasmideal das estirpes S-447 ¢ S-1806 de B. thuringiensis pertencentes ao banco de
Bacillus spp emtomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia
(Monnerat et al., 2001). Todos os genes utilizados neste trabalho foram amplificados
por reacdes de PCR consistindo de 50 ng de DNA total bacteriano, que foi purificado de
acordo com procedimentos descrito por Monnerat et al (2001). Além do DNA, foram
utilizados oligonucleotideos (0.4 uM de cada) especificos para cada gene (Tabela 3), 10
uM de cada dANTP, 2,5 pL de tampdo de Taq DNA polimerase, 2mM MgCl, e 1U de
Taq polimerase (Invitrogen) em um volume total de 25 pL.

Amplificacdo dos genes foi realizada de acordo com os seguintes passos: 94
°C/5 min em seguida por 35 ciclos em 95 °C/30 s, 52 °C/1,30 s, 72 °C/4 min ¢ a
extensdo final de 72°C/8 min. Os oligonucleotideos F1 de cada gene anclam-se na
regido 5' de cada gene (Tabela 3, o cddon de inicio da traducdo de cada gene esta em
itdlico). O oligonucleotideos R1 do gene crylCa anela-se nos nucleotideos 2.444 a
2.469 apo6s o codon de inicio. Os sitios de restrigado Bam HI e Bgl II foram introduzidos
dentro da seqiiéncia dos oligonucleotideos (Tabela 3, em negrito). O oligonucleotideo
R1 do gene cry2Ab anela-se nos nucleotideos 1908 a 1922, apds o codon de inicio. O
sitio de restricdo Bam HI foi introduzido dentro da seqiiéncia dos oligonucleotideos
(Tabela 3, em negrito) para facilitar futuras manipula¢des do gene. O oligonucledtideo

R1 do gene crylOAa se anela nas posi¢des 2.015 a 2.042 apds o cddon de inicio do
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gene. Os fragmentos amplificados foram, entdo, clonados dentro do plasmideo pGEM®-
T easy (Promega), de acordo com o protocolo de instru¢des do fabricante, e introduzido
em células de Escherichia coli DHS5-o (Invitrogen). O DNA dos plasmideos
recombinantes foram purificados, utilizando o Kit de purificacio de DNA Wizard“Plus
SV Minipreps (Promega) e seqiienciados no seqiienciador automatico MEGA BACE®™
1000 (Amersham Bioscience) no laboratorio de Bioinformatica da Embrapa Cenargen
com oligonucleotideos (SP6 e T7) que se anelam em regides franqueadoras do
plasmideos pGEM® T-easy vector (Promega) e oligonucleotideos especificos para cada
gene (Tabela 3). Para o gene crylCa, o plasmideo pBluescript contendo o gene
(pBScrylCa) foi obtido do Dr. Fernando Valicente da Embrapa Milho e Sorgo. As
seqiiéncias obtidas foram analisadas pelos programas ORF finder e Blast, disponiveis na
pagina da internet do "National Center for Biotechnology Information" (NCBI):

www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo por PCR dos genes crylCa,

cry2Ab e cryl0Aa de estirpes de Bacillus thuringiensis pertencentes ao banco

de Bacillus spp emtomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos ¢

Biotecnologia (Monnerat et al., 2001) e da Embrapa Milho e Sorgo. As

seqiliéncias dos sitos de restri¢ao para as enzimas Bam HI (GGATCC) e Bgl

II (AGATCT) estdo destacadas em negrito. O cddon de inicio da tradugao

(ATG) estda destacado em itdlico em cada um dos oligonucleotideos

"forward".

Gene Oligo Seqiiéncia do oligo (dire¢dao 5" >3") Estirpe de Bt
crylCa Foward (F1) CCTTTTAGGATCCTTATGGAG- S-1644
Reverso (R1) CCAGATCTGCAGGAACAATCTAGATCAGGATTC

cry2Ab Foward (F1)  GGATCCATGAATAGTGTATTGAATAGCGGAAG S-447
Reverso (R1) GGGATCCTTAATAAAGTGGTGGAAGATTAGTTGG
Cryl0Aa Foward (F) GGGATCCGGGAGGAATAGATATGAATC S-1806
Reverso (R) ATAGTGAATGATTTATTTGTAAGGATCCTTTCC
Oligo interno cry2Ab
F-501 AGGATACCAACTGTTATT
R-1309 TGAAGATTTAAGAAGAC
Oligo interno cryl0Aa
F-496 GCACGTACACACGCTAATGC
R-1324 GATATTCATCCAATTCAACAATA
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4.2. Construcao dos vetores de transferéncia

O DNA dos plasmideos pBScrylCa, pGemcry2Ab e pGemcrylOAa foram
digeridos com a enzima de restricdo Eco RI e os fragmentos contendo os genes cryl1Ca,
cry2Ab e crylOAa foram separados do vetor de clonagem e analisados por eletroforese
em gel de agarose 0,8%, seguindo instrugdes descritas em Sambrook et al (1989). Os
fragmentos contendo os gene crylCa, cry2Ab e crylOAa foram purificados do gel
usando o kit GFX Kit® (Amersham) e ligados ao vetor de transferéncia pSynXIVVI+X3
(Wang et al., 1991) previamente digerido com Eco RI usando metodologia descrita em
Sambrook et al (1989). Posteriormente, as ligagdes acima descritas foram utilizadas
para transformar E. coli DH5-a. (Invitrogen) seguindo as instrugdes do fabricante.
Colodnias contendo possiveis clones foram selecionadas em meio seletivo, e uma reagdo
de PCR foi realizada para confirmar a presenca do gene e para verificar a orientagdo do
gene dentro do vetor de transferéncia. Foram utilizados oligonucleotideos especificos
para amplificacdo dos genes cry (Tabela. 3) e especificos para o pSynXIVVI+X3
(oligonucleotideos ORF 603 (5’-ACAGCCATTGTAATGAGACG-3’, que anela-se
entre os nucleotideos +8 e -11 relativos ao cédon de inicio da ORF 603) e polhR (5°-
CTAGATTCTGTGCGTTGTTG-3’, que anela-se entre os nucleotideos 34 e 54 apds o
codon de terminacao do gene da poliedrina), o que permite verificar se o gene esta na
posicdo correta sob o comando dos promotores em série Psyn ¢ PXIV (Wang et al.,

1991).
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Figura 9. Diagrama mostra o esquema utilizado para obtencao dos virus recombinantes
contendo os genes crylCa, cry2Ab e crylOAa (vSyncry). Os plamsideos
contendo os genes cry (pGemery para os genes Cry2Ab e cryl0Aa e pBScry,
para o gene CcrylCa) foram digeridos com a enzima Eco RI e os fragmentos
contendo cada gene foram separados em gel de agarose por eletroforese e
purificados. O plasmideo vetor pSynXIVVI+X3, previamente digerido com
Eco RI, foi usado para a clonagem de cada gene, gerando os plasmideos
pSyncry (A). Os plasmideos pSyncry foram entdo, co-transfectados (B) com
DNA do virus vSynVI-gal em células de inseto Trichoplusia ni em cultura ¢
os virus recombinantes vSyncry foram purificados por dilui¢do seriada em
placas de 96 pocos. A posicdo dos promotores pXIV, pSyn e pPol estdo

indicados na figura.
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4.3. Células e virus

Células de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4) (Granados et al., 1994) foram mantidas a 27
°C em meio TC100 com 10 % de soro fetal bovino (Invitrogen). Esta linhagem de
células serve como hospedeira para propagacdo in vitro dos baculovirus AcMNPV e
seus recombinantes. O virus recombinante vSynVI-gal, que contém o gene da f-
galactosidase no locus do gene da poliedrina (Wang et al., 1991), foi usado para as

construgoes dos AcCMNPYV recombinantes contendo os gene crylCa, cry2Ab e cryl0Aa.

4.4. Construgao e purificacio dos virus recombinantes contendo os genes cry

Um pg do DNA dos plasmideos recombinante (pSyncrylCa, pSyncry2Ab e
pSyncryl0Aa) e 0.5 ug DNA do virus vSynVI-gal, previamente linearizados com a
enzima de restricdo Bsu 36I, foram utilizados em co-transfec¢des em placas 60-mm com
células BTI-TN5B1-4 (10° células), usando lipossomos e seguindo as instru¢des do
fabricante (Cellfectin®, Invitrogen). As placas foram incubadas por sete dias, a 27 °C,
até que aparecesse corpos de oclusdo viral (OB), o sobrenadante das placas foram
coletados e usados para purificagdo dos virus recombinantes em dilui¢des seriadas em
placas de 96 pogos (O’Reilly et al., 1992). O unico sitio de Bsu 361 no virus vSynVI-gal
¢ localizado no gene B-galactosidase, e a linearizag@o torna o virus ndo infectivo (Kitts
et al., 1990), facilitando a purificagdo do virus recombinante. Além disso, os plasmideos
pSyncry1Ca, pSyncry2Ab e pSyncryl0Aa possuem, além dos genes crylCa, cry2Ab e
crylOAa, o gene da poliedrina (ausente no vSynVI-gal). Apdés a recombinagdo
homologa entre 0 DNA dos plasmideos (pSyncry1Ca, pSyncry2Ab e pSyncryl0Aa) e o

DNA viral, dentro das células de inseto, o virus vSynVI-gal recupera a forma circular
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infectiva e a expressdo do gene da poliedrina, que torna evidente a formag¢ao de OB
pelos virus recombinantes (vSyncry1Ca, vSyncry2Ab e vSyncryl10Aa), pela observacao
de células em um microscopico de luz invertido (Axiovert 100, Zeiss). Os mesmos
foram purificados em trés dilui¢es seriadas em placas de 96 pogos (O’Reilly et al.,

1992),

4.5. Analise transcricional dos genes cry2Ab e cryl0Aa em células de inseto

infectadas pelo virus vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa

Na andlise transcricional dos virus recombinantes vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa,
foram usadas duas placas de 100 mm em diametro (TPP), onde foram adicionadas 5 x
10° células (BTI-Tn5B1-4) e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. O meio das
placas foi removido e as células infectadas com os virus recombinantes com uma
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 20. Apos 1 h, o indculo dos virus foi removido e
adicionado meio com soro fetal bovino a 10%. Apds 96 h.p.i, as células foram coletadas
e a extracdo do RNA total foi feita utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen), seguindo
as instrucdes do fabricante. O RNA total purificado das células infectadas com os virus
recombinantes vSyncry2Ab e vSyncrylOAa foram utilizados para obtengdo de cDNA

usando um oligonucleotideo especifico para calda de poly-A do RNA mensageiro (T1:

5’CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’) € a enzima transcriptase reversa
Mu-MLYV (Invitrogen). Os seguintes procedimentos foram realizados: na primeira parte,
foram adicionados 2pl do RNA total derivado de células infectadas com os virus
recombinantes vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa em 9 ul dgua Milli-Q "Rnase free" e 1 ul
do primer T1, em um micro tubo com volume final de 12 pl. Posteriormente, as
solugdes foram incubadas a 65 °C por cinco minutos em Banho-maria e acondicionadas

no gelo. Logo em seguida, em um novo tubo, foram adicionados 1 pl da solug¢ao dos 4
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dNTP (10 mM cada). 1 pl de DTT (0,1 M), 28 unidades do inibidor de Rnase (RNA
guard”®, Gibco), 5 ul do tampdo 5X, 1 pl (5U) da enzima Transcriptase reversa M-MLV
RT (Gibco BRL), e 4gua Mili-Q® autoclavada em um volume/mL de 8ul. No segundo
passo, os tubos contendo o RNA foram colocados juntamente com o contetdo do
segundo tubo contendo a enzima transcriptase reversa M-MLV RT (Gibco BRL)
(volume total de 20 ul), e incubados a 37 °C por 50 min, para obtengdo da sintese de
cDNA. Os cDNA das células infectadas com os virus recombinantes vSyncry2Ab e
vSyncryl0Aa foram, entdo, usados em uma reagdo de PCR com os oligonucleotideos
T2 (5" CCTGCAGGATCCTTAGGTT 3") e os oligonucleotideos especificos para os
genes Cry2Ab e crylOAa. O oligo Foward (F1) se ancla na posi¢do inicial do gene
cry2Ab (Tabela 3) e o F-496 se anela na posicdo 496 a 516 apds o cddon de inicio
(ATG) do gene cryl0Aa, e a seqiiéncia do primer T2 ¢ idéntica para os primeiros 17
nucleotideos presentes no oligonucleotideos T1, usado na reagdo do cDNA (Rodrigues
et al., 2001). Para se confirmar que os fragmentos obtidos na rea¢do de RT-PCR
correspondem ao gene Cry2Ab foi realizado uma PCR com oligonucleotideos internos
(F-501, que anela-se na posicdo +501 a +519, relativa ao cédon de inicio do gene e R-
1309, que anela-se nas posi¢des +1309 a +1327, relativas ao cédon de inicio do gene,
Tabela 3) para a amplificagdo de um fragmento de 900 pb da regido interna do gene
cry2Ab. Enquanto que, para confirmar a especificidade do fragmento amplificado do
gene CrylOAa foram realizados ensaios com a enzima de restricdo Xho I que corta o

gene na posi¢ao +1064, apos o codon de inicio do gene crylOAa.

39



4.6. Analise dos possiveis cristais das proteinas Cry recombinantes obtidas de

larvas de terceiro instar de S. frugiperda infectadas com os virus recombinantes.

Cem larvas de terceiro instar de S. frugiperda foram infectadas por injecdo na
hemolinfa de 5 a 10 pl de um estoque de BV (1,17 x 10’ pfu/mL) dos virus
recombinantes vSyncrylCa, vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa. Apds 120 h.p.i, as larvas
mortas e vivas foram coletadas e OB com possiveis cristais das proteinas recombinantes
foram purificados de acordo com o procedimento para purificagdo de OB descritos por
O'Reilly et al (1992). Apds a purificagdo, os possiveis cristais das proteinas recombinantes
e os poliedros virais foram analisados em microscopia de luz (Axiophot 100, Zeiss),
fotografados, e posteriormente armazenados a -80 °C. Para analise em SDS-PAGE,
tanto os poliedros do virus selvagem, assim como, os cristais da proteina recombinante,
foram ressuspendidos em 100 pL de PBS (136 mM NaCl, 1,4 mM KH,PO,, 2,6 mM
KCl, 8 mM Na2HPO4.2H,0, pH 7.4) e amostra de 10 pL foram analisadas em SDS-
PAGE a 12% (Laemmli, 1970) usando o aparato Mini-Protean II, de acordo as de

instrugdes do fabricante (Bio-Rad).

4.7. Producao de anti-soro policlonal contra as proteinas Cry recombinantes

Soro imune foi preparado utilizando trés coelhos da raga Nova Zelandia de trés
meses de vida, para cada proteina recombinante, onde 300 pl de solucdo, contendo as
proteinas recombinantes CrylCa, Cry2Ab e CrylOAa, foram inoculadas
subcutaneamente como antigenos. As proteinas foram obtidas a partir de uma banda
(120 pg) correspondente a cada proteina recombinante em um gel de SDS-PAGE a
12%. Apos a eletroforese, as bandas das respectivas proteinas foram retiradas do gel e

homogeneizadas em 200 puL de tampao PBS 1X com auxilio de um homogeneizador
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(Homogenizer Glas-Col). Primeiramente, coletou-se uma aliquota de soro pré-imune
dos coelhos para testes posteriores. Trés imunizagdes foram feitas com intervalos de 15
dias cada. Na primeira aplicag@o, os coelhos foram imunizados com 120 pg da proteina
Cry homogeneizada em 200 uL. de PBS 1X com adjuvante completo de Freud (Sigma,
Saint Louis). Na segunda aplicacdo, os colhos foram imunizados com 200 pL da
proteina homogeneizada em PBS 1X com adjuvante incompleto de Freud e na terceira
etapa da imunizagdo, foram somente aplicadas os 200 pL das proteinas homogeneizadas
em PBS 1X sem adi¢do de adjuvante de Freud. Decorridos quarenta dias apds o inicio
de imunizacdo, foram coletados cerca de 30 mL de sangue arterial por meio de pung¢do
cardiaca, o soro foi obtido por centrifugacdo do material a 5.000 x g por 20 min e
estocados em aliquotas com 50% de glicerol a -20 °C (Harlow e Lane, 1988; Sambrook
et al., 2001). A andlise do anti-soro foi realizada por teste de dot-blot (Harlow & Lane,
1988) usando amostras de células de Trichoplusia ni ndo infectadas, células infectadas
com AcMNPV, células infectadas com vSynVI-gal, células infectadas com os
respectivos recombinantes (vSynCrylCa, vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa), extratos total
de larvas de S. frugiperda nao infectados e extrato total de larvas de S. frugiperda com

0s virus recombinantes.

4.8. Analise ultra-estrutural de OB e possiveis cristais das proteinas Cry
recombinantes

Larvas de terceiro instar de S. frugiperda foram infectadas com BV do virus
recombinantes (vSyncrylCa, vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa) como descrito no item 2.6 e
ap6s 120 h.p.i., as larvas mortas foram coletadas e maceradas para a purificagdo de OB
e possiveis cristais das proteinas recombinantes, de acordo com o protocolo descrito em
O'Reilly et al (1992). A mistura de OB e cristais foram fixados por duas h com 2%

glutaraldeido e 2% paraformaldeido em tampao cacodilato de sédio 1 M (pH 6.4), em
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seguida, lavados trés vezes, com intervalo del5 minutos, com tampao cacodilato de
sodio 0.1 M e pds-fixado em uma solucdo de tetroxido de ésmio (1:1) e ferricianato de
potassio por 2 h. As amostras foram desidratadas em acetona e secas ao ponto critico
com CO,, em equipamento Balzer CPD30, coberto com ouro no equipamento sputter
coater, Balzer SCD 050, como descrito em Benchimol et al (1996). As amostras foram

analisadas no microscopico eletrdnico de varredura Jeol JISM 840 a 10 Kv.

4.9. Avaliacao da toxicidade das proteinas Cry recombinantes.

Larvas de terceiro instar de S. frugiperda foram infectadas com 10 uL dos virus
recombinantes como descrito no item 2.6 e, apés cinco dias, as larvas foram
homogeneizadas em 1 mL de 4gua MiliQ® para cada cadaver de inseto. O
homogeneizado foi filtrado em 13 de vidro e a suspensdo foi centrifugada a 10.000 x ¢
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e os sedimentos foram ressuspendidos em
uma solucdo de 100 mM de EDTA, 40 mM de EGTA ¢ 1,0 mM de PMSF. A
quantificagdo das proteinas Cry2Ab e Cryl0Aa foram realizadas por analise em géis de
poliacrilamida, com respectivos peso molecular CrylCa (65 KDa), Cry2Ab (65 KDa) e
Cryl0Aa (74 KDa), usando um programa Image phoretix 2D® (Pharmacia), que através
de calculos de proporgdes entre as bandas das proteinas recombinantes € com uma
concentragcdo da proteina albumina bovina previamente determinada (100 mg) em gel
SDS-PAGE, que foram "Scaneados" e, por meio do programa citado acima, foi possivel
determinar a quantidade de proteinas recombinantes presente em 1 ml do
homogeneizado.

Os bioensaios para céalculo da CLs( das proteinas recombinantes para larvas de S.

frugiperda foram realizadas com adi¢dao de trinta pL de cada dilui¢do das proteinas
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recombinantes Cry1Ca (30 pL contendo 30,000 x 10~; 3,000 x 10~; 300 x 10™; 30 x 10°
%,3x 107 ;0.3 x 107 0.03 x 107%; 0.003 x 107 ; 0.0003 x 10” e 0.00003 x 10~ de
proteina ng/ml, respectivamente) ¢ Cry2Ab (30 pL contendo 5.280 x 107; 528 x 107;
52,8 x 107; 5,28 x 107; 0,528 x 107; 0,0528x 10; 0,00528 x 107; 0,000528 x 107 ;
0,000528 x 10~ e 0,0000528 x 10~ mg/ml, respectivamente) sobre uma dieta artificial
com 72 larvas (para cada dose dividida em 3 repeti¢des), no total de 24 larvas por
repeticdo e incubados individualmente em placas de 24 pogos (Monnerat et al., 2001).
Como parte do controle experimental, foram mantidas 72 larvas de segundo instar de S.
frugiperda nas mesmas condigdes dos bioensaios (sem adi¢do das proteinas
recombinantes sobre a dieta). A mortalidade dos insetos foi analisada em 24 e 48 h pds-
inoculacdo e a CLs foi determinada pela analise de Probit (Finney1971). No controle
experimental, a mortalidade ndo ultrapassou a 10%, sendo o padrao utilizado.

Bioensaios com larvas de A. gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) para
determinar a CLsy da proteina CrylCa foi idéntico como descrito anteriormente para
larvas de segundo instar de S. frugiperda.

O bioensaios com larvas neonatas de A. grandis foi realizado de acordo com os
procedimentos descritos em Martins et al (2005). Brevemente, a dieta artificial foi
vertida em uma placa de Petri (15 mm x 20 mm) e, apds sua solidificagdo, foram feitos
25 orificios. Em cada orificios foi colocada uma larva neonata de A. grandis, no total de
25 larvas para cada dose da proteina Cryl0Aa. Sendo no total de 75 larvas por dose, que
foram submetidas a cinco doses da proteina recombinante Cryl0Aa (10,4; 8.32; 6,24;
4,16; 2.08 pg/ml) e mais um controle com adi¢do de somente da dieta. Apos sete dias,
foi realizada a leitura experimental, e determinou a CLsy, por meio de analise de probit
(Finney, 1971).

Todos os bioensaios foram realizados em camaras de incubagao com fotofase de

14:10 h (luz e escuro) a uma temperatura de 25 °C e 75 % de umidade relativa do ar.
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5. RESULTADOS

5.1. Clonagem e seqiienciamento dos genes cry de B. thuringiensis

Os fragmentos correspondentes aos genes crylCa, cry2Ab e cryl0Aa (2.394,
1.922 e 2.048 pb, respectivamente), foram clonados dentro dos vetores de clonagem
pBluescript” (crylCa) e pGem®-T easy (cry2Ab e cryl0Aa) (Fig. 9), gerando assim, os
plasmidios recombinantes pBSCrylCa, pGemCry2Ab ¢ pGemCrylOAa. Apods a
obtencdo das colonias das células DH5a com os plasmideos recombinantes, o DNA
plasmidial das colonias selecionadas foi submetido a ensaios de restrigdo com a enzima
Eco RI para confirmar a clonagem (Fig. 11). Apds a confirmagdo da clonagem, os
plasmideos pGemecry2Ab e pGemcryl0Aa foram seqlienciados. Analise de BLAST das
seqiiéncias obtidas mostrou que o gene Cry2Ab da cepa S447 tem 100% de identidade
com o gene Cry2Ab descrito por DANKOCSIK et al. (1990) (nimero de acesso no
Genbank = CAA39075. 1). O mesmo foi observado com a ORF do gene cryl0Aa da
estirpe S-1806, que apresentou alta identidade com o gene crylOAa descrito por
THORNE et al. (1986), ocorrendo somente dois nucleotideos diferentes (numero de
acesso no Genbank = M12662). Nas posi¢des +1779 e +1885, houve alteragdes da base
A por G e C por G, respectivamente (Fig. 10). Com esses resultados ocorreram
alteracdes nos respectivos aminodcidos da proteina Cry10Aa T589A e T624S.

A andlise da seqiiéncia da proteina truncada CrylCa (804 aminoacidos) foi
idéntica aos primeiros 824 aminoécidos do total de 1.189 descrita por HONEE et al.

(1988), com excegdo de uma dele¢do de 20 aminoécidos entre os residuos 589 e 608.
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Seqiiéncia do gene cry2Ab

A Foward (F1)___
1._ggatccatgaatagtgtattgaatagcggaagaactactatttgtgatgcgtataatgtagcggctcatga

71_tccatttagttttcaacacaaatcattagataccgtacaaaaggaatggacggagtggaaaaaaaataat
141 .catagtttatacctagatcctattgttggaactgtggctagttttctgttaaagaaagtggggagtctt
210.gttggaaaaaggatactaagtgagttacggaatttaatatttcctagtggtagtacaaatcta caa
279._gatattttaagagagacagaaaaattcctgaatcaaagacttaatacagacactcttgcccgtgtaaat
348.gcggaattgacagggctgcaagcaaatgtagaagagtttaatcgacaagtagataattttttgaaccct
417 _.aaccgaaacgctgttcctttatcaataacttcttcagttaatacaaigcaacaattatttctaaataga
486 .ttaccccagttccag caaggataccaactgttattattacctttatttgcacaggcagccaattta
—» F 501nt
555_catctttcttttattagagatgttattctaaatgcagatgaatggggaatttcagcagcaacattacgt
624 _acgtatcgagattacttgaaaaattatacaagagattactctaactattgtataaatacgtatcaaagt
693.gcgtttaaaggtttaaacactcgtttacacgat ttagaatttagaacatat tttttaaatgta
762 ._tttgagtatgtatctatctggtcgttgtttaaatatcaaagtcttctagtatcttccggtgctaattta
831.tatgcaagtggtagtggaccacagcagacccaatcatttacttcacaagactggccatttttatattct
900.cttttccaagttaattcaaattatgtgttaaatggatttagtggtgctaggctttctaataccttccct
969 .aatatagttggtttacctggttctactacaactcacgcattgcttgctgcaagggttaattacagtgga
1038 .ggaatttcgtctggtgatataggtgcatctccgtttaatcaaaattttaattgtagcacatttctccc
1106.cccattgttaacgccatttgttaggagttggctagattcaggttcagatcgggagggcgttgccaccg
1174 _ttacaaattggcaaacagaatcctttgagacaactttagggttaaggagtggtgcttttacagctcgc
1242 _ggtaattcaaactatttcccagattattttattcgtaatatttctggagttcctttagttgttagaaa
<«—— R 1309nt
1310. tgaagatttaagaagaccgttacactataatgaaataagaaatatagcaagtccttcaggaacacctg
1378.gtggagcacgagcttat gtatctgtgcataacagaaaaaataatatccatgctgttcatgaaaat
1446 .ggttct attcatttagcgccaaatgactatacaggatttactatttcgccgatacatgcaactca
1514 _agtgaataatcaaacacgaacatttatttctgaaaaatttggaaatcaaggtgattctttaaggtttg
1582 .aacaaaacaacacgacagctcgttatacgcttagagggaatggaaatagttacaatctttatttaaga
1650.gtttcttcaataggaaattccactattcgagttactataaacggtagggtatatactgctacaaatgt
1718 .taatactactacaaataacgatggagttaatgataatggagctcgtttttcagatattaatatcggta
1786 .atgtagtagcaagtagtaattctgatgtaccattagatataaatgtaacattaaactccggtactcaa
1854 _tttgatctt aatatt cttgtaccaactaatatttcaccactttattaagggatccttaataa
1922 .agtggtggaagattagttggc
<+—Reverso (R1)
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Seqiiéncia do gene cryl0Aa

B Foward (F)

1.gggaggaatagatatgaatccatatcaaaataagaatgaatatgaaatattcaatgctccatccaatggttttag
75.caagtctaataactattctagatatccattagcaaataagccaaatcaaccactgaaaaacacgaattacaaag
149 _attggctcaatgtgtgtcaagataatcaacaatatggcaataatgcggggaattttgctagttctgaaactat
222 _tgttggagttagtgcaggtattattgtagtaggaactatottaggagcttttgctgcccctgtcttagctgca
295 _ggtataatatcttttgggactttgttgccgatcttttggcaaggatctgaccctgcaaatgtttggcaggatt
368. tgttaaacatcggaggaaggcctatacaagaaatagataaaaacataattaatgtactaacttctatcgtaac
F-496
441 _acctataaaaaatcaacttgataaatatcaagaatttttcgataaatgggagccagcacgtacacacgctaat
514 .gctaaagcagtacatgatctctttactaccttagaacctataatagataaagatttagataiogttaaaaaata
587 .atgctagctatcgaataccaacactccctgcatatgcacaaatagctacttggcacttgaatttattaaaaca
660. tgctgctacctattacaatatatggctgcaaaatcaaggtataaatccaagtactttcaattcatctaattac
733.tatcagggctatttaaaacgtaaaatacaagaatatactgactattgtatacaaacgtacaatgcaggactaa
806.ct attagaactaatactaacgcaacatggaatatgtataatacttaccgtttagaastgactctaactgt
859.gttagatcttattgctatttttccaaattatgacccagaaaaatatccaataggagttaaatctgaacttatc
942 _agagaagtttatacgaatgttaattcagatacatttagaaccataacagaactagaaaatggattaactagaa
Sitio de Xho |
1010.atcctacattatttacttggataaaccaagggcgtttttacacaagaaattctcgagacattcttgatcctt
1097 .atgatattttttcttttacaggtaaccag gcctttacacatactaatgatgatcgcaacataatctggg
1169 .gagcggttcatggaaatattatttctcaagacacatccaaagtatttcctttttatagaaacaaacctattg
1241 _ataaggtcgaaattgtcagacatagagagtactcagatataatatatgaa atatttttttcgaatagca
R-1324

1313.gtgaagtatttcgatattcatccaattcaacaatagaaaataattataaaagaactgattcttatatgattc
1385.caaaacaaacatggaaaaatgaagaatatggtcatactctatcgtatataaaaactgataattatatatttt
1457 .cagtagttagagaaagaagaagagttgcatttagttggacacatactagtgttgatttccaaaatacaatag
1529 _atttagataacatcacccaaatccacgctctaaaagctttgaaggtaagttctgattcgaaaattgtgaaag
1601 .gtcctggtcacacaggtggagacttggtaattcttaaagatagt gattttagagttagatttttaaaaa
1673 .atgtttctcgacaatatcaagtacgtattcgttatgctactaatgctccaaagacaacagtattcttaaccg
1747 _gaatagatactataagtgtggagctccctagtgccacttcccgccaaaacccaaatgctacagatttaacat
1817 .atgcagattttggatatgtaacatttccaagaacagttccaaataaaacatttgaaggagaagacagtttat
1889.ta accttatatggtacaccaaatcattcatataatatatatattgacaaaatcgaatttattccaatca
1961 .ctcaatctgtattagattatacagagaagcaaaatatagaaaaaacacagaaaatagtgaatgatttatttg
2033.ttaatttcc|

Reverso (R)
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Seqiiéncia do gene crylCa

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

1741

Foward (F1)
cttttaggatccttatggaggaaaataatcaaaatcaatgcataccttacaattgtttaa

gtaatcctgaagaagtacttttggatggagaacggatatcaactggtaattcatcaattg
atatttctctgtcacttgttcagtttctggtatctaactttgtaccagggggaggatttt
tagtggattaatagattttgtatggggaatagttggcccttctcaatgggatgcatttta
gtacaaattgaacaattaattaatgaaagaatagctaatttgctaggaatgctgctattg
ctaatttagaaggattaggaaacaatttcaatatatatgtggaagcatttaaagaatggg
aagaagatcctaataatccagaaaccaggaccagagtaattgatcgctttcgtatacttg
atgggctacttgaaagggacattccttcgtttcgaatttctggatttgaagtaccecttt
tatccgtttatgctcaagcggccaatctgcatctagctatattaagagattctgtaattt
ttggagaaagatggggattgacaacgataaatgtcaatgaaaactataatagactattag
gcatattgatgaatatgctgatcactgtgcaaatacgtataatcggggattaaataattt
accgaaatctacgtatcaagattggataacatataatcgattacggagagacttaacatt
gactgtattagatatcgccgctttctttccaaactatgacaataggagatatccaattca
gccagttggtcaactaacaagggaagtttatacggacccattaattaattttaatccaca
gttacagtctgtagctcaattacctacttttaacgttatggagagcagccgaattagaaa
tcctcatttactttgatatattgaataatcttacaatctttacggattggtttagtgttg
gacgcaatttttattggggaggacatcgagtaatatctagcccagcttataggaggtggt
aacataacatctcctatatatggaagagaggcgaaccaggagcctccaagatcctttact
tttaatggacacggtatttaggactttatcaaatcctactttacgattattacagcaacc
ttggccagcgecaccatttaatttacgtggtgttgaaggagtcagaattttctacacctac
aaatagctttacgtatcgaggaagaggtacggttgattctttaactgaattaccgcctgag
gataatagtgtgccacctcgcgaaggatatagtcatcgtttatgtcatgcaacttttgttc
aaagatctggaacaccttttttaacaactggtgtagtattccttcttggaccgatcgtagt
gcaactcttacaaatacaattgatccagagagaattaatcaaatacctttagtgaaaggat
ttagagtttggggggcacctctgtcattacaggaccaggatttacaggaggggatatcctt
cgaagaaatacctttggtgattttgtatctctacaagtaatattaattcaccaattaccca
aagataccgtttaagatttcgttacgcttccagtagggatgcacgagttatagtattaaca
ggagcgcatccacaggagtgggaggccaagttagtgtaaatatgcctcttcagaaaact
gaaataggggagaacttaacatctagaacatttagatataccgattttagtaatcctttt

tcatttagagctaatccagatataattgggataagtgaacaacctctatttggtgcaggtt

1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

tattagtagcggtgaactttatatagataaaattgaaattattctagcagatgcaacattt
gaagcagaatctgatttagaaagagcacaaaaggcggtgaatgccctgtttacttcttcca
atcaaatcgggttaaaaaccgatgtgacggattatcatattgatcaagtatccaattagtg
gattgtttatcagatgaattttgtctggatgaaaagcgagaattgtccgagaaagtcaaac
atgcgaagcgactcagtgatgagcggaatttacttcaagatccaaacttcagagggatcaa
tagacaaccagaccgtggctggagaggaagtacagatattaccatccaaggaggagatgac

gtattcaaagagaattacgtcacactaccgggtaccgttgatgagtgctatccaacgtatt
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2221 tatatcagaaatagatgagtcgaaattaaaagcttatacccgttatgaattaagagggtat
2281 atcgaagatagtcaagacttagaaatctatttgatccgttacaatgcaaaacacgaaatag

2341 taaatgtgccaggcacgggtaacagatctgcaggaacaatctagatcaggattc 2414
< Reverso (R1)

Figura 10. Seqiiéncia de nucleotideos dos genes cry2Ab, cryl0Aa e crylCa. Os coédons
atg e taa correspondem, respectivamente para o inicio e o final das orfs dos
genes cry2Ab, crylOAa e crylCa, respectivamente. As setas (em azul e
vermelho) indicam a posi¢do e¢ a direcdo de anelamento (5° e 3’) dos
oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos genes cry2A, crylOAa e
crylCa e amplificacdo da regido interna de cada genes para o completar o
seqiienciamento de cada orf deste trabalho.Os nucleotideos destacados em
vermelho (g,g) dentro da seqiiéncia do gene crylOAa foram os nucleotideos
que apresentaram diferengas entre o gene crylOAa da estirpe S-1806 ¢ o
genes Cryl0Aa descrito por Thorne et al. (1986). Enquanto, a regido marcada
de marron dentro da seqiiéncia do gene crylCa, corresponde a delegdo de 20

aminoacidos da seqiiéncia descrita por Honnée et al. (1988).
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Figura 11. As figuras A, B e C mostram géis de agarose a 0,8% com as respectivas
clonagens dos genes cry2Ab, cryl0Aa e crylCa nos vetores de clonagem
pGEM®-Teasy (Promega) ou pBluescript® (Stratagene) e no vetor de
transferéncia pSynXIVVI+X3. (A) M- Marcador 1Kb ladder plus
(Promega), 2 DNA intacto do plasmideo pGemcry2Ab contendo o gene
cry2Ab, 3- Digestdo do DNA do plasmideo pGemcry2Ab com a enzima de
restricdo Eco RI, 4- DNA intacto do plasmideo pSyncry2Ab contendo o
gene cry2Ab, 5- DNA do plasmideo pSyncry2Ab digerido com Eco RI; (B)
M- Marcador 1Kb ladder plus (Promega), 1- Fragmento de DNA derivado
da amplificagdo do gene crylOAa obtido por PCR a partir do DNA
plasmideal da estirpe 1806; 2- DNA intacto do plasmideo intacto
pGemcryl0Aa, contendo o gene crylOAa 3- Digestdo do plasmideo
pGemcryl0Aa com a enzima de restricdo Eco RI, a digestdo do plasmideo
foi parcial, como pode ser observado pela presenca de 3 bandas no gel. 4-
DNA intacto do plamideo pSyncrylOaA, contendo o gene crylOAa, S-
Digestdo do plasmideo pSyncryl0aA com a enzima Eco RI; (C) M-
Marcador 1Kb ladder plus, 1 Plasmideo pBScrylCa, contendo o gene
crylCa e digerido com a enzima de restrigdo Eco RI; 2 - Plasmideo

pSyncrylCa, contendo o gene crylCa e digerido com enzima de restri¢ao

Eco RI;
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5.2. Construgio e purificagdo dos virus recombinante vSyncrylCa, vSyncry2Ab e
vSyncryl0Aa.

Apds a recombinagdo homologa em células transfectadas, os genes crylCa,
cry2Ab ¢ crylOAa foram inseridos no lugar do gene lac-Z gene do virus vSynVI-gal
(Fig, 9) e os recombinantes vSyncryl1C, vSyncry2AB e vSyncryl0Aa foram isolados a
partir do sobrenadante das co-transfecgdes em dilui¢des seriadas em placas de 96 pogos.
Células BTI-TN5B1-4 (10° infectadas com os virus recombinantes (10 pfu/célula) e
apés 72 h p.., foram analisadas por microscopia de luz (Fig. 12). Os virus
recombinantes possuem, além dos genes cry, o gene da poliedrina que facilita o
isolamento do virus pela formagao de corpos de oclusao (OB) dentro do nucleo das
células infectadas (Fig.12B). Os virus recombinantes vSyncrylCa e vSyncrylOAa
obtidos produziram, além da proteina poliedrina, cristais em forma de cubo no
citoplasma das células durante a fase tardia da infec¢do viral (Fig.12 C e E). Enquanto,
que os cristais da proteina Cry2Ab s6 foram visualizados na hemolinfa de larvas de S.

frugiperda infectadas pelo recombinante vSyncry2Ab (Fig. 12D).
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Figura 12. Identificagdo dos virus recombinantes por microscopia de luz- A- células de

BTI-TN5B1-4 nao infectadas; B - células de BTI-TN5B1-4 infectadas com
AcMNPV (72 h p.i.); C- células BTI-TN5B1-4 infectadas com o
recombinante vSyncrylCa (72 h p.i.); D- Hemolinfa de larvas de segundo
instar de S. frugiperda infectadas com o recombinante vSyncry2Ab (72 h
pi) e E- células BTI-TN5B1-4 infectadas com o recombinante
vSyncryl0Aa (72 h p.i.). As setas indicam os corpos de oclusdo, também

denominadso de poliedros (P) e cristais (Cr).

51




5.3. Analise transcricional dos genes cry2Ab e cryl0Aa em células de Trichoplusia ni
infectadas com os virus recombinante vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa.

A transcrig@o dos genes cry2Ab e cryl0Aa foram confirmadas por uma reagao de
RT-PCR a partir do mRNA obtidos das células BTI-TN5B1-4 infectadas com os virus
vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa, a 96 h p.i.. Na analise transcricional do gene cry2Ab,
varios fragmentos foram amplificados. (Fig. 13A). Como o oligonucleotideo especifico
para amplificar o gene cry2Ab se anela no inicio do gene (oligonucleotideo F1, Tabela
3) o unico fragmento com tamanho compativel com o esperado (2.500 pb) foi
purificado do gel (Fig. 13A, poco 2) e usado em novas reacdes de PCR com
oligonucleotideos especificos para o gene cry2Ab (Fig. 13B. pocos 3 e 4). As reagdes de
PCR confirmaram a presenga do gene cry2Ab, demonstrando assim, que o fragmento
transcrito corresponde ao gene Cry2Ab. Enquanto que a analise transcricional por RT-
PCR do gene crylOAa revelou a amplificagdio de um unico fragmento de
aproximadamente 1.600 pb (Fig. 13C, pogo 2), e para confirmar a especificidade do
fragmento amplificado, foram realizados ensaios de restricdo com a enzima de restri¢ao
Xho I que corta o gene na posigdo +1.064 apds o cédon de inicio do gene crylOAa (fig.
10). A digestdo do fragmento produziu o fragmento esperado de 1.100 pb e outro de
aproximadamente de 548pb (Fig. 13D poco 2), confirmando a especificidade da

amplificagao.
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Figura 13. Analise da transcri¢ao dos genes cry2Ab ¢ crylOAa por RT-PCR a partir de
mRNA de células BTI-TN5B1-4 infectadas com os virus recombinante
vSyncry2Ab e vSyncryl10Aa. As figuras A, B e C mostram géis de agarose a
0,8%. A e C -1 Marcador 1Kb ladder (Invitrogen), 2 Amplificacdo dos
produtos de RT-PCR a partir do mRNA de células infectadas com o virus
vSyncry2Ab e vSyncryl0Aa. B e D, 1 Marcador 1 Marcador 1Kb ladder
(Invitrogen) 2B- Fragmento de 2,5 kb eluido do gel mostrado em A. 3 e 4B
Confirmag¢ao da especificidade do fragmento eluido pela amplificagdo, por
PCR, de regides especificas do gene cry2Ab. D1 digestdo do fragmento
obtido do RT-PCR das células infectadas com vSyncrylOAa com a enzima
de restricdo Xho I. A digestdo produziu os fragmentos esperados de
aproximadamente 1.100 pb e 600pb, respectivamente, confirmando a

especificidade do fragmento amplificado.
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5.4. Analise da expressdo das proteinas Cry recombinantes

Células BTI-TN5B1-4 foram infectadas com diferentes virus recombinantes e,
apos 96 h p.i., extratos celulares foram analisados por SDS-PAGE e Western-blot
(Fig.14 A, B e C). A presenga de uma proteina de cerca 65 kDa foi detectada tanto em
extrato de células de T. ni e extrato de larvas de terceiro instar de S. frugiperda
infectadas com vSyncrylCa. Essa proteina foi reconhecida por um anticorpo especifico
contra a proteina Cry1Ca, tanto nas amostras de extratos de células e insetos infectados
com o virus recombinante (Fig. 14A1, pocos 7 e 8). Na analise da expressdo da proteina
recombinante Cry2Ab, foram utilizados dois grupos de 100 larvas de S. frugiperda, que
foram infectadas com BV dos virus AcMNPV tipo selvagem e do vSyncCry2Ab para
obtencdo tanto de poliedros como, cristais da proteina recombinante. Um polipeptideo
de aproximadamente 65 kDa e outro de 30 kDa foram detectados nas amostras de
cristais e poliedros purificados das larvas infectadas com virus recombinante
vSyncry2Ab (Fig. 14B, pogo 2). Enquanto que, na amostra obtida do AcMNPV
selvagem apenas um peptideo por volta de 30 kDa, que corresponde a proteina
poliedrina, foi obtido (Fig. 14B, poco 1). A proteina de 65 kDa presente junto aos
poliedros foi reconhecida pelo anticorpo especifico especifico da proteina Cry2Ab. No
gel de poliacrilamida a proteina recombinante Cryl0Aa de aproximadamente 74 KDa
foi detectada no extrato de células infectadas com virus recombinante vSyncrylOAa e

imunomarcada com um anti-soro especifico contra esta proteina (Fig. 14C1 e 14C2,

pogo 6)
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Figura 14. Analise da expressdo das proteinas recombinantes. A1 (SDS-PAGE a 12%) e
A2 (Western Blot) da proteina Cryl1Ca produzida pelos virus recombinantes
vSyncrylCa. Sendo células ndo infectadas (1), e extrato de células BTI-
TN5B1-4 infectadas com vSynVI-gal (2), AcMNPV (3), vSynprotD (4),
vAcBtm (5), vSynYFE (6), e vSyncrylCa (7), extrato de larvas de S.
frugiperda infectadas com o virus vSyncrylCa (8). B1 ¢ B2 - analise da
expressao da proteina Cry2Ab pelo recombinante vSyncry2Ab e
imunomarcag¢ao usando anticorpo contra a proteina a Cry2Ab, (1)- poliedros
do virus selvagem AcMNPV, (2)- poliedros e cristais da proteina
recombinante Cry2Ab. A seta mostra a posicdo da proteina de
aproximadamente 65 kDa marcada dos cristais e poliedros purificados de
larvas infectadas com o virus vSyncry2Ab. C1 e C2 - analise da expressao
da proteina recombinante Cryl0Aa e imunomarcagdo com anticorpo contra a
proteina CrylOAa. Células ndo infectadas (1), e extrato de células BTI-
TN5B1-4 infectadas com vSynVI-gal (2), AcMNPV (3), vSynYFE (4),
vAcBtm (5) e (6) vSyncryl0Aa. A seta mostra a posicdo da proteina de
aproximadamente de 70 kDa marcada em células de BTI-TN5BI1-4

infectadas com o virus vSyncryl0Aa.
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5.5. Analise ultra-estrutural dos possiveis cristais das proteinas recombinantes Cry

produzidos em células de inseto em cultura e insetos.

Larvas de terceiro instar de S. frugiperda foram infectadas, separadamente com
BV dos virus recombinantes vSyncrylCa, vSyncry2Ab e vSyncrylOAa por injeg¢do
intra-hemocelica e, a 120 h p.i., cadaveres dos insetos foram coletados e usados para
purificar poliedros e possiveis cristais das proteinas recombinantes. Os cristais e
poliedros purificados foram processados para microscopia eletronica de varredura e
analisados. Cristais na forma de cubo, juntamente com os poliedros virais, foram
detectados em extratos de insetos infectados como os virus recombinantes. Os cristais
observados sdo formados, provavelmente, pelas proteinas recombinantes CrylCa,

Cry2Ab e Cryl0Aa (Fig 15).

A CrylCa
- ,

Figural5. Analise ultra-estrutural dos poliedros (P) e cristais (C) purificados de larvas
de S. frugiperda infectadas com os virus recombinantes. Cristais ¢ poliedros
produzidos pelos virus recombinantes vSyncrylCa (A), vSyncry2Ab (B) e

vSyncryl0Aa (C).
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5.6. Avaliagao da toxicidade das proteinas recombinantes CrylCa, Cry2Ab e
Cryl0Aa

Para se determinar a CLsy das proteinas recombinantes (CrylCa, Cry2Ab e
Cryl0Aa) para larvas de S. frugiperda (CrylCa e Cry2Ab), A. gemmatalis (CrylCa) ¢
A. grandis (Cryl0Aa), diferentes doses da mistura de poliedros e cristais de cada
amostra foram diluidas e aplicadas sobre a dieta dos insetos. A mortalidade dos insetos
foi determinada no intervalo de 24 e 48 h apds cada tratamento. As CLsy da proteina
CrylCa para A. gemmatalis e S. frugiperda foram de 19,49 ng/mL ¢ 114,44 ng/mL,
respectivamente (Tabela 4). Entretanto, os limites de confianga se sobrepdem,
mostrando que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre as CLsy.
Conseqiientemente, ambos os insetos tem susceptibilidade similares a toxina CrylCa. A
CLs, da proteina recombinante Cry2Ab para larvas de segundo instar de S. frugiperda,
foi de 3,405 pg/mL (Tabela 4). A CLso da proteina CrylOAa para larvas neonatas do
bicudo do algodoeiro (A. grandis) foi de 7,12 pg/mL (Tabela 4). Os resultados obtidos
demonstraram que todas as proteinas Cry recombinantes foram toxicas para os insetos
testados, demonstrando a eficiéncia do sistema de expressao baseado em baculovirus e
células de inseto para a produgdo de proteinas Cry biologicamente similares as proteinas

nativas.
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Tabela 4. Toxicidade da mistura de OB e cristais das proteinas recombinante Cryl1Ca, Cry2Ab e Cryl0Aa purificados de larvas de S. frugiperda
infectados com baculovirus recombinante vSynCry1Ca, vSynCry2Ab e vSynCry10Aa, sendo que para a proteina CrylCa foi verificada a
toxidade para as larvas de segundo instar de Anticarsia gemmatalis e S. frugiperda e para a proteina Cry2Ab somente para larvas de
segundo instar de S. frugiperda e para a proteina Cryl0Aa foi verificada a toxicidade para larvas neonatas de Antonomus grandis. Os

resultados sdo a média de trés repetigdes.

Proteina Cry recombinante Insetos n CLs) (ng /mL) (final) Intervalo de confianca X?
S. frugiperda 72 114,44 32,17-529,62° 4,68
CrylCa A. gemmatalis 72 19,49 4,91-156,88" 2,38

CLso (ug /mL) (final)
Cry2Ab S. frugiperda 72 3,405 1,055-11,263" 4,53

Cryl0Aa A. grandis 72 7,12 5,27-9,80" 3,39

CLso: Concentragdo letal para 50% dos individuos testados durante o periodo de 48 horas. ® amostras com p >0,05 ¢ G >0,04 € n — namero de

insetos utilizados por repetigao.
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6. DISCUSSAO

Baculovirus sdo excelentes vetores de expressdo de proteinas heterdlogas,
sendo possivel obter de 1 a 600 mg de proteina recombinante/L de cultura de células de
inseto infectadas com virus recombinantes (Maiorela et al., 1998; Luckow & Summers,
1988), Este nivel de expressao ¢ suficientemente alto para se estudar a toxicidade das
proteinas Cry para seus respectivos insetos susceptiveis, uma vez que uma quantidade
(ng ou pg) pequena de proteina Cry por mL de dieta ¢ suficiente para se obter 100% de
mortalidade de insetos susceptiveis, em bioensaios de laboratorio.

Algumas proteinas Cry ja foram expressas em células de insetos usando o
sistema de expressdo baseado em baculovirus (BEV), tais como as proteinas: CrylAb,
CrylAc (Ribeiro & Crook, 1993, 1998) e Cryl1Aa (Pang et al.,1992), mostrando que as
proteinas recombinante sdo biologicamente similares as proteinas nativas expressas em
Bt. Além disso, a incorporacdo dos genes heterdlogos ndo influenciou de maneira
significativa na patogenicidade do baculovirus contra os insetos alvos. Ao contrario,
quando a proteina CrylAb foi expressa como uma proteina fusionada com a proteina
que forma os OB de baculovirus (poliedrina), o virus recombinante aumentou sua
viruléncia contra larvas de P. xylostella (Chang et al., 2003). Além disso, diferentes
genes, como o hormonio juvenil (Hammock et al., 1990), toxinas aranhas ou escorpides
(Hughes et al., 1997) tém sido introduzidas dentro do genoma de baculovirus com
objetivo de melhorar a viruléncia viral contra seus hospedeiros.

Uma outra utilidade de introduzir os genes das proteinas Cry dentro do
genoma do baculovirus ¢ a expressao de proteinas Cry isoladamente em células de
insetos para estudos funcionais dessas proteinas, pois elas podem ser analisadas
isoladamente sem a presenca de outras proteinas Cry, que ¢ o que comumente se

encontra em estirpes de Bt. A outra possivel vantagem ¢ a formagao de grandes cristais
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destas proteinas no citoplasma de células de insetos (Pang et al., 1992, Ribeiro &
Crook, 1993; Martens et al., 1990, Aguiar et al., 2006; Martins, 2005), que pode
facilitar estudos estruturais destas proteinas. Além disso, estudos sobre o sinergismo
entre diferentes proteinas Cry podem ser facilitados com a expressdo concomitante de
duas ou mais proteinas usando diferentes baculovirus recombinantes. Trabalhos
anteriores t€m mostrado que as proteinas Cry podem agir sinergicamente aumentando a
toxicidade destas contra insetos susceptiveis (Crickmore et al., 1995; Wirth et al., 2000;
Wirth et al., 2001; Xue et al., 2005) ¢ estes estudos ajudam na busca de genes Cry mais
apropriados para serem introduzidos no genoma de plantas cultivadas de grande
interesse econdmico.

A utilizagdo de proteinas Cry, expressas em insetos por baculovirus
recombinantes, pode ser um atrativo na fabricagdo de bioinseticidas com maior espectro
de a¢do, pois a associa¢dao do baculovirus e os cristais das proteinas Cry podem agir em
conjunto para o controle de insetos susceptiveis ou pouco susceptiveis a um dos
bioinseticidas. Outra vantagem seria a possibilidade de retardar o aparecimento de
resisténcia a proteina Cry mencionada em alguns trabalhos (Schnepf et al., 1998; Gould
et al., 1995). Isso porque insetos resistentes a proteina Cry poderiam ser eliminados pela

infec¢do viral.

6.1. Toxicidade da proteina CrylCa

A versao truncada do gene crylCa de B. thuringiensis foi inserido dentro do
genoma do baculovirus AcMNPV, sob comando de dois promotores (Psyn e PXIV)
arranjados em seqiiéncia (Van Regenmortel, et al., 2000) para a construgdo do
baculovirus recombinante vSyncry1C.

Em extratos de células de T. ni (BTI-TN5B1-4) e larvas de terceiro instar S.

frugiperda que foram infectadas com vSyncrylCa, verificou-se a presenga de uma
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proteina de aproximadamente 65 kDa, sendo ausente no ACMNPYV tipo selvagem e em
outros virus recombinantes em SDS-PAGE. Este polipetideo provavelmente
corresponde a proteina CrylCa processada por proteases do inseto. As proteinas Cryl
de B. thuringiensis sdo sintetizadas como grande precursores (pro-toxinas) de cerca de
130 Kda que sdo clivados por protease no intestino do inseto para uma forma de toxina
ativa de aproximadamente 65 kDa (Rukmini et al., 2000).

Apesar de truncada, a proteina recombinante CrylCa mostrou toxicidade para
larvas de segundo instar de S. frugiperda com CLsy de 144,44 ng/mL e para A.
gemmatalis com CLsy de 19,49 ng/mL. Esse resultado ja era esperado, pois a forma
ativa da proteina CrylCa corresponde aproximadamente 663 aminoacidos, que foi
recentemente expressa em tabaco e apresentou toxicidade para larvas de S. litura (Lin et
al., 2003).

Apesar da auséncia de 1/3 da regido C-terminal da proteina CrylCa
(aproximadamente 365 aminoacidos) e de uma dele¢do de 20 aminodcidos, a proteina
truncada expressa em células de insetos pelo recombinante vSyncrylC foi capaz de
formar grandes cristais nos citoplasmas das células infectadas. A formagao dos cristais
de proteinas Cry em células infectadas com baculovirus recombinantes tem sido
relatadas para as proteinas CrylAb, CrylAc e Cryl1Aa (Ribeiro & Crook, 1993, 1998,
Martens et al., 1990, Pang et al., 1992). Essas proteinas recombinantes foram expressas
em altas quantidades e algumas formaram cristais maiores do que quando sdo expressas
em células de Bt, sugerindo que o tamanho dos cristais produzidos em Bt ¢ limitado
pelo tamanho da bactéria (Ribeiro & Crook, 1998).

Trabalhos anteriores mostraram a formacdo de cristais a partir de versdes
truncadas da proteina CrylAb em células de insetos (Ribeiro & Crook, 1998). Além
disso, a quantidade dos cristais foi reduzida quando comparado com a proteina expressa

no tamanho normal. Alguns autores correlacionam a formagao de cristais e a estrutura
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das proteinas Cry com a presenga de residuos de cisteina na regido C-terminal da
proteina CrylAb (Bietlot et al., 1990, Hofte & Whiteley, 1989). A proteina CrylCa
completa possui 19 residuos de cisteina e a proteina recombinante obtida neste trabalho
tem somente 11 residuos. A auséncia de 8 residuos de cisteinas da proteina CrylCa nao
afetou a formagdo de cristais em células de insetos. Além do que, recentes estudos tém
mostrado que a formagao de cristais de algumas proteinas Cry é também dependente da
expressdo de proteinas auxiliares (Ge et al., 1998, Wu & Frederici, 1995). E possivel
considerar que proteinas presentes nas células de insetos estejam ajudando na formagao
de grandes cristais dentro do citoplasma das células infectadas. Cristais de proteinas Cry
foram também detectados durante a expressdo em outras bactérias (Oeda et al., 1988,

Shivakumar et al., 1986) e cloroplasto de plantas transgénicas (de Cosa et al., 2001).

6.2. Toxicidade da proteina Cry2Ab

O gene cry2Ab de B. thuringiensis foi primeiramente descrito por Widner &
Whiteley, 1989, sendo encontrado em diferentes cepas de Bt (Widner & Whiteley 1989,
Dankocsik et al 1990, Crickmore et al., 1998, Jain et al., 2006, Chen et al 2003, Wang
et al 2006, Zhang et al 2005 e Huang et al 2006). A proteina Cry2Ab apresenta
toxicidade conhecida para diversos tipos de insetos da ordem lepidoptera, como por
exemplo, Heliothis virescens (Greenplate et al., 2003; Gore et al., 2005), Helicoverpa
zea (Dankocsik et al., 1990) Pectinophora gossypiella (Tabashnik et al., 2002), Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) (Chen et al., 2002), Helicoverpa armigera e
Helicoverpa punctigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Lido et al., 2002). Plantas
de algodao transgénicas expressando as proteinas CrylAc e Cry2Ab sofreram menos
danos causados pela S. frugiperda quando comparado com plantas ndo transgénicas,

(Greenplate et al., 2003; Chitkowski et al., 2003).
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A proteina Cry2Ab, expressa em cé¢lulas de inseto durante a infeccdo do
baculovirus recombinante vSyncry2Ab, apresentou toxicidade para larva de segundo
instar S. frugiperda com uma CLsy de 3,405 pg/mL. No entanto, os cristais desta
proteina quando expressa em Bacillus thuringiensis cry’ HDI, foram toxico para larvas
de H. armigera e H. punctigera (Lido et al., 2002), Aparentemente as larvas de S.
frugiperda foram mais tolerantes a proteina Cry2Ab, quando comparado aos resultados
obtidos por por LIAO et al (2002) para as larvas de H. armigera e H. punctigera. Em
alguns trabalhos ja foram demonstrados, que a diferen¢a de suscetibilidade dos insetos a
proteinas Cry de B. thuringiensis, pode variar em fungdo dos organismos alvos (Schnepf
et al., 1998; de Maagd et al., 2003)

O gene cry2Ab de B. thuringiensis subsp. kurstaki codifica um polipeptideo
(633 aminoacidos) de 70.75 kDa. Essa proteina contém no N-terminal, 49 aminoacidos
que sdo clivados no intestino de insetos susceptiveis para liberar a toxina na forma ativa.
A proteina ativa, por sua vez, apresenta trés dominios, que sdo similares a outras toxinas
ja estudadas tais como: a proteina Cry3Aa (Li et al., 1991) e CrylAa (Grochulski et al.,
1995). A seqiiéncia de aminoacidos da proteina recombinante Cry2Ab expressa pelo
baculovirus recombinante vSyncry2Ab ¢ idéntica a proteina Cry2Ab de B. thuringiensis
kurstaki (Dankocsik, et al., 1990, numero de acesso CAA39075.1) ¢ apresentou um
peptideo de 65 kDa em SDS-PAGE, a partir dos cristais purificados larvas de S.
frugiperda infectadas com o virus recombinante. O transcrito do gene cry2Ab foi
detectado por RT-PCR a partir do mRNA de células de inseto infectadas com o
vSyncry2Ab (96 h p.i.), confirmando a funcionalidade dos promotores virais.

A proteina recombinante Cry2Ab quando foi expressa em cultura de células de
T. ni pela infeccdo com o recombinante vSyncry2Ab, ndo apresentou a formagdo de
cristais no citoplasma das células infectadas, como demonstrado para outras proteinas

Cry expressas usando o sistema baculovirus-células de inseto (Ribeiro & croock,
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1993,1998; Pang et al., 1992; Martens et al., 1990). Porém, quando larvas de terceiro
instar de S. frugiperda foram infectadas, via hemolinfa, com o virus recombinante
vSyncry2Ab, foi possivel observar a formacgdo de cristais cubdides, derivados da
proteina Cry2Ab, na hemolinfa dos insetos a 96 h.p.i. De acordo com trabalhos
desenvolvidos por Widner & Whitelely (1989), as proteinas Cry2Aa e Cry2Ab quando
expressas em Bt apresentam cristais cubdides durante a fase de esporulacdo. A
cristalizagdo no inseto pode estar associada ao maior nivel de expressdo da proteina nos
diferentes tipos de células presentes no inseto, permitido assim, a cristalizacdo da
proteina. Por outro lado, a cristalizagdo da proteina Cry2Aa em Bt ¢ dependente da
presenca de proteinas auxiliares durante a esporulagao (Staples et al., 2001). Quando a
proteina Cry2Aa foi expressa em cloroplasto de tabaco, a sua cristalizagdo sé ocorreu
com a expressdo concomitante com a proteina ORF2 de B. thuringiensis, presente no
operon deste gene. Na auséncia dessa proteina (ORF2), ndo foi detectado a presenga de
cristais em cloroplastos (De Cosa, 2001; Kota et al., 1999). Dessa forma, outra
possibilidade para a formagao de cristais em células de S. frugiperda infectadas com o
vSynCry2Aa, ¢ a presenga de proteinas celulares, possivelmente chaperonas que

auxiliam na sua cristalizagao.

Apesar de 87% de identidade com a proteina Cry2Aa, a proteina Cry2Ab
possui toxicidade conhecida somente para insetos da ordem Lepidoptera. J& a proteina
Cry2Aa apresenta toxicidade tanto para os insetos da ordem Lepidoptera quanto para
Diptera. Estudos realizados com hibridos entre as duas proteinas (Cry2Aa e Cry2Ab)
demonstram que uma regido de 76 aminoacidos esta relacionada com a especificidade
para os insetos das ordens Diptera e Lepidoptera. No entanto, a proteina Cry2Ab
apresenta diferenca de somente 18 aminodcidos nesta regido (Widner & Whitelely,

1989). Essa regido pertencente a proteina Cry2Aa, quando foi incorporada a proteina
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Cry2Ab, apresentou toxicidade para insetos das ordens Diptera e Lepidoptera (Widner

& Whitelely, 1989).

A proteina Cry2Ab foi altamente expressa quando o gene cry2Ab foi
incorporado ao genoma do algoddo apresentando um alto potencial no controle dos
insetos da ordem Lepidoptera desta cultura (Tabashnik et al., 2002). No entanto, quando
a proteina Cry2Ab foi expressa juntamente com a proteina CrylAc em plantas de
algodao, o nivel de expressao foi dez vezes maior do que a proteina CrylAc resultando
assim, em maior eficdcia na protecdo das plantas. Além disso, insetos resistentes a uma
toxina (CrylAc) nao mostraram resisténcia cruzada a proteina Cry2Ab (Grenplate et al.,

2003).

6.3. Toxicidade da proteina recombinante Cryl0Aa

O gene cryl0Aa codifica uma proteina de 70 kDa que, quando expressa em Bt
¢ clivada em uma toxina ativa de 60 kDa para insetos susceptiveis da ordem diptera. A
proteina recombinante CrylOAa produzida pelo baculovirus recombinante
vSyncryl0Aa em extratos de células de T. ni (BTI-TN5B1-4), foi detectada por SDS-
PAGE a 12% como um polipeptidios de aproximadamente de 70 kDa. Durante a
infeccdo das células BTI-TN5B1-4 pelo recombinante vSyncrylOAa, foi possivel
visualizar, assim como outras proteinas citadas acima, a formag@o de cristais cubdides
no citoplasma das células infectadas.

A proteina Cryl0Aa foi primeiramente descrita na literatura como proteina de
atividade toxica para insetos da ordem Diptera. Principalmente por ser encontrada na
estirpe de B. thuringiensis subsp. israelensis, que possui varias proteinas com atividade
toxica para diversos insetos da ordem Diptera, entre elas estdo a Cry4Aa, Cry4Ba,
Cryl0Aa, Cryl1Aa, CytlAa e Cyt2Ba (Ben-Dov et al., 1999; Guerchicoff et al., 1997,

Berry et al., 2002).
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Além do B. thuringiensis subsp. israelenses, outras estirpes de Bt possuem diversas
proteinas Cry toxicas para dipteros, que sdo codificadas por diferentes genes Cry e estao
distribuidas em outras classes (Crickmore et al., 1998). A classe dos genes Cry2 possui
genes que codificam proteinas com atividade toxica contra dipteros. Além destes,
existem outros genes que codificam proteinas Cry ativas contra dipteros, como cry
14Aa, cryl6, cryl7 e cryl8 (Zhang et al., 1997).

A partir da proteina purificada dos extratos de larvas de segundo instar de S.
frugiperda, foi possivel verificar a toxicidade da proteina CrylOAa em bioensaios
seletivos contra larvas de outros insetos. A proteina CrylOAa causou 100% de
mortalidade parar larvas neonatas de A grandis que ¢ o inseto-praga mais importante da
cotonicultura brasileira, ocasionando sérios prejuizos no cultivo do algodao (Toledo et
al., 2000). Esta praga ¢ um inseto end6fago, onde as larvas se desenvolvem dentro dos
botdes florais, local de preferéncia para deposicdo de seus ovos, ¢ os adultos se
alimentam principalmente do pdlem e ocasionam danos ao botdo floral, o que leva uma
enorme perda produtiva das plantas de algoddo devido a queda desses botdes florais.
Um fator importante relacionado a esta praga ¢ o seu dificil controle pelos inseticidas
atualmente empregados, apenas produtos sistémicos sdo capazes de impedir o
desenvolvimento deste organismo dentro dos botdes forais do algodoeiro.

Diversos insetos da ordem Coleoptera possuem suscetibilidade as proteinas
Cry de Bt, tais como: Chrysomela scripta e Antonomus grandis (Tailor et al., 1992;
Martins, 2005), Leptinotarsa texana (Martines, 2004), Leptinotarsa decemlineata
(Martines, 2004), Tenebrio molitor e Tribolium castaneum (Martines, 2004), e
Diabrotica undecimpunctata (Martines, 2004), Ephilachna varivestis (Martines, 2004),
Phaedon brasicae e Anomala cuprea (Martines, 2004). Além disso, os insetos possuem
diferentes suscetibilidades as proteinas Cry. Por exemplo, a proteina Crylla apresentou

toxicidade para L. decemlineata, causando 60% de mortalidade, quando submetidos a
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uma dose de 195 pug/mL. Ao passo que, para Ostrinia nubialis foi necessario uma dose
de 16 pg/mL da proteina Crylla para ocorrer 100% de mortalidade (Tailor et al., 1992).

A CLsg da proteina Cryl0Aa para A. grandis foi de 7,12 ug/mL. Comparando
com outros resultados de toxinas de Bt toxicas para larvas de A. grandis, as larvas
neonatas de A. grandis apresentatram alta suscetibilidade a proteina Cryl0Aa do que a
proteina Crylla, que apresentou uma CLsode 21,5 pg/mL (Martins, 2005).

A descoberta da alta suscetibilidade de A. grandis para a proteina Cryl0Aa
(relata neste trabalho), pode resultar em uma nova alternativa no controle dessa praga e
de outros insetos da ordem Coleoptera. Outro fator importante para estudo da toxicidade
apresentada da proteina Cryl0Aa para insetos da ordem Coleoptera é a possibilidade de
se estudar o sinergismo e antagonismo que esta proteina pode apresentar com outras
proteinas Cry com atividade conhecida para insetos dessa ordem. Além disso, torna se
objeto de estudo também, os receptores das células do intestino para ligacdo das
proteinas Cry, visando o conhecimento do modo de agdo dessa toxina e
desenvolvimento de resisténcia, comparado com outras toxinas especificas para insetos
da ordem Coleoptera. Diante desses estudos, no futuro, a introducdo do gene cryl0Aa
no genoma de plantas juntamente com outros genes Cry podera melhorar a prote¢ao das
plantas contra pragas importantes (coleobrocas), conforme ja demonstrado em alguns
trabalhos de constru¢do de plantas transgénicas que expressam duas proteinas Cry
diminuindo assim, o desenvolvimento de resisténcia dos insetos a proteinas Cry de
classe diferentes (Chitkowski et al., 2003).

A busca de novas alternativas para o controle de insetos-praga, principalmente
na reducdo do uso de inseticidas convencionais, como a introdugdo de genes da toxina
de Bt no genoma de plantas de interesse econdmico, tem sido alvo de intmeras
pesquisas e hoje em dia ja estdo disponiveis diversas plantas transgéncias contendo

genes Cry, tais como: tabaco (Barton et al., 1987; De cosa et al., 2001), tomate
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(Fischhoff, 1987), algoddo (Perlak et al., 1990), batata (Cheng et al., 1992; Cheng et
al., 1998), arroz (Fujimoto et al., 1993; Nayak et al., 1997), milho (Koziel et al.,
1993) ¢ soja (Stewart et al., 1996). Porém, apenas plantas transgénicas de milho, soja,
algoddao e batata estdo sendo comercializadas (Betz et al., 2000). Com uma area
cultivada de aproximadamente 13 milhdes de ha (milho, soja, algodao e batata) somente
nos Estados Unidos da América e 102,2 milhdes de ha em 2006, distribuidos em todo
mundo, esta tecnologia ¢ uma importante ferramenta no controle de insetos-praga (Zhao
et al., 2005). Um fator importante para o estudo das proteinas Cry é o sinergismo e¢/ou
antagonismo existente entre as diferentes toxinas Cry. Desta forma, a pesquisa de novas
proteinas Cry e suas interagcdes ¢ uma importante estratégia na construg¢do de bancos de
genes para serem possiveis candidatos para a introdu¢do em cultivares de importancia

econdmica (Schnepfet al., 1998).
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que, os baculovirus sdo excelentes vetores de
expressdo de proteinas Cry, devido a possibilidade de estudar a toxicidade das
proteinas Cry separadamente e com seus respectivos insetos susceptiveis. Além
de ser atrativo na fabricag@o de bioinseticidas com maior espectro de a¢do para o
controle de insetos susceptiveis ou pouco susceptiveis a um dos bioinseticidas.
A proteina recombinante CrylCa mostrou toxicidade para larvas de segundo
instar de Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis, demonstrando assim,
que a proteina recombinante expressa por baculovirus apresentam toxicidade
semelhante as proteinas comumente expressas em condi¢cdes normais pela
bactéria B. thuringiensis.

Apesar da auséncia de 1/3 da regido C-terminal da proteina Cry1Ca foi possivel
observar a formacdo de grandes cristais nos citoplasmas das células infectadas,
maiores do que quando sdo expressas normalmente em células de Bt.

A proteina CrylOAa apresentou atividade toxica contra larvas neonatas de

Anthonomus grandis, o principal inseto-praga da cotonicultura brasileira.
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8. PERSPECTIVAS

Na determinagdo da toxicidade das proteinas Cry recombinantes (deste
trabalho) de Bt contra insetos de grande importincia econOmica para a agricultura
brasileira ¢ possivel elaborar estudos futuros na fabricacao de bioinseticidas com maior
espectro de acdo, para serem usados no controle de insetos-pragas. Além disso, a
expressdo das proteinas Cry separadamente, utilizando o baculovirus como vetor de
expressdao permitird desenvolver estudos de sinergismos e antagonismo das proteinas
Cry e posteriormente elaborar uma melhor combinagdo entre as proteinas Cry para o
controle desses organismos.

A observagdo de que diferentes espécies de insetos tém adquirido resisténcia a
produtos quimicos, torna necessario o estudo e o isolamento e a identificacdo de novas
proteinas de Bt. Além dos estudos sobre expressdo génica, espectro de acdo e
especificidade das toxinas Cry, o que permitird a disponibilizagdo freqiiente de novas
versdes génicas mais eficazes, mais especificas e com vantagens ainda maiores sobre as
praticas convencionais de controle, a fim de retardar o surgimento novas espécies de
insetos resistentes.

A proteina Cry2Ab pode ser uma alternativa para controle de insetos-praga
devido a possibilidade do gene cry2Ab ser incorporado no genoma de plantas com
elevado potencial economico. Resultando assim, numa maior eficicia na prote¢do das
plantas.

A suscetibilidade de A. grandis para a proteina Cryl0Aa podera resultar em
uma nova alternativa no controle deste insto-praga. Principalmente no futuro, a
introducdo do gene crylOAa no genoma de algoddo juntamente com outros genes Cry

podera resultar numa melhoria na protecdo das plantas contra esses organismos.
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ANEXOS

Meios de cultura

Meio de cultura para células de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4)

- Meio TC-100 (Gibco BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS)
Meios para cultura e solugdes para E. coli:

A-Meio LB (1 litro)

Componentes Quantidade (1 litro)
Triptona 10g

Extrato de levedura 5¢g

NaCl 10g

pH 7.0

*Para preparo do meio solido adicionar 15 g de Agar bacteriologico

B-Meio SOB:

Componentes Quantidade
Triptona 2%

Extrato de levedura 0,5%

NaCl 10 mM

KCl 2.5mM
MgCl, 10mM
MgSO4 10mM

pH 7.0
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Meio SOC:

Componentes Quantidade
Meio SOB
Glicose 20 mM

Solugdes de preparo de células competente (DHSa)

A - Soluc¢ao RF1 (pH 5,8)

Componentes g/100mL
RbCl 1,2
MnCl,.4H,0 50mM 1,0

Acetato de potdsio 30 mM
CaCl,.2H,0 10 mM

Glicerol 15% (p/v)

3 mL de estoque de 1M
1,5

15 Ml de estoque de 100%

B-Solucio RF2 (pH 6,8)

Componentes ¢/100mL

MOPS 10 mM 2 mL do estoque 0,5 M
RbC1 10 mM 0,12

CaCl,.2H,0 75 mM 1,1

Glicerol 15% (p/v) 15 % (p/v)
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Solucdes e tampodes para gel de agarose

Tampao de corrida 5x para gel de agarose (Tris-borato, TBE):

Componentes Quantidade
EDTA 0,01 M
Tris base 0,45M
Acido boérico 0,45 M

Tampao de amostra de DNA para gel de agarose 6X

Componentes Quantidade
Glicerol 30%
Azul de bromofenol 0,25%
Xileno cianol 0,25%
Solugio Corante para gel de agarose
Componentes Quantidade
Agua destilada 100 Ml
Brometo de etidio 0,5 ng/ mL
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Solucdes e tampaoes para gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Tampao de corrida 5x

Componentes Quantidade

Glicina 9¢

Tris base 432 ¢g

SDS 3g

H,O 600 mL
Tampao de amostra 2X

Componentes Quantidade

Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8 1,0 mL

SDS 10% (w/v) 1,6 mL

-mercptoetanol 0,4 mL

Glicerol 0,8 mL

Azul de bromofenol 1% (w/v) 0,4 Ml

H,O 8,0 mL

GEL Separador 12% volume final de 10 mL

Componentes Quantidade
Acrilamida/bis acrilamida 4,0 mL
Tris-HCL 1,5 M, pH 8,8 2,5mL
SDS 10% 100 uL
Persulfato de amonio 10% 100 uL
TEMED 4,0 uL
H,O 3,3mL
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Gel concentrador volume final de 10 mL

Componentes Quantidade
Acrilamida/bis acrilamida 0,83 mL
Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8 0,63 mL
SDS 10% 50 uL
Persulfato de amonio 10% 50 uL
TEMED 5uL

H,O 3,40 mL

Tampéoes de transferéncia para membrana nitrocelulose

Componente Quantidade
Tris base 6g

Glicina 3g

SDS 0,37¢g
Metanol 200 mL
H,O gsp 1L

e Tampaio de transferéncia (metanol 20% (v/v) em tampao Tris/glicina 1X)

Solu¢des de bloqueio, incuba¢io com anticorpo e deteccao.

- Tampao da fosfatase alcalina

Tampao fosfato salina — PBS 10X

Tris-HCL 1M - pH 7,5

NaCl SM
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- Solucio de bloqueio
BSA (soro albumina bovino) 3% (p/v) em PBS
Leite em p6 desnatado 5% (p/v) (leite molico) em PBS

Gelatina 3% (p/v) em PBS

-Solu¢io de incubac¢iao de anticorpo

BSA 1% (p/v) em PBS

Leite desnatado 1% (p/v) em PBS

Gelatina 1% (p/v) em PBS

Solugdes para deteccao com fosfatase alcalina

Tampao de revelaciao

Componente Quantidade
Tris-HCL 1M, Ph 9,5 100 Ml
NaCl 5M 20 Ml

MgCl 1M 5 Ml

H,0 1 Litro

- Solu¢do de estoque NBT (Nitro blue tetrazolium): NBT 50 mg/Ml em dimetil
formamida 70% (v/v).

- Solucdao de estoque BCIP (5-bromo-4cloro-3-indolil fosfato): BCIP 25 mg/MIl em
dimetil formamida. Estocar a 4° C, em frasco escuro. Estavel por um ano.

-EDTA 20 Mm, Ph 8,0 em PBS 1X
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GLOSSARIOS

Amp Ampicilina

BSA Albumina sérica bovina

cDNA DNA complementar

DNA acido desoxrribunucleico
EDTA ditiotreitol

Dh,O Agua destilada

Dntp Deoxinucleotideos

g grama

h.p.1 Horas apo6s infecc¢ao

HCl Acido cloridrico

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
kb Quilo base = 1000 pares de base
KCl Cloreto de potassio

kDa quilodalton

M Molar: mol/Ml

mg miligrama

ng micrograma

Ml Mililitro

ul Microlitro

uM Micromolar (micromol por litro)
Mm milimolar

NaCl Cloreto de sodio

NaOH Hidroxido de sodio
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ng

pb

p/v
RNA
RNASE
SDS

SDS-PAGE

TEMED

Tris

v/iv

X-gal

vSyngal

vSynCrylCa
vSyncry2Ab
vSynCryl10Aa
Bt

PCR

RT-PCR
DH5a

BTI

BV

Nanograma = 10°

Pares de base

Peso/volume

Acido ribonucléico

Ribonuclease

Dodecilsulfato de sodio
Dodecilsulfato de sédio —
electrophoresis poliacrilamida
N,N,N’,N’-tetrametil etlenodiamina
Tris (hidroximetil) aminometano
Unidades enzimaticas
Volume/volume
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-

galactopirasideo

Gel

Virus com gene B-galactosidase no 16cus

do gene da poliedrina

Virus recombinante da proteina CrylCa

Virus recombinante da proteina Cry2Ab

Virus recombinante da proteina Cryl0Aa

Bacillus thuringiensis

Reagdo em cadeia da polimerase
Transcriptase reversa-Reagdo de PCR
Linhagem de células de E. coli
Promotores de B. thuringiensis

Budded Virus — virus extracelular
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ORF Regido aberta de leitura
Bti Bacillus thuringiensis israelensis

OB Virus oclusos
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