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Resumo

Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ uma bactéria Gram-positiva, entomopatogénica,
que se caracteriza pela presenca de inclusdes cristalinas denominadas de d-endotoxinas
ou proteinas Cry. Essas proteinas podem ser altamente toxicas para insetos suscetiveis,
ndo apresentando atividade para outros organismos. Alguns sistemas de expressao vém
sendo utilizados para expressar proteinas Cry com a finalidade de aumentar a sua
toxicidade para diversas ordens de insetos. Os baculovirus sdo virus de insetos que t€ém
sido muito utilizados como vetores de expressdo de genes heterdlogos em células de
insetos, devido principalmente a presenga de promotores fortes que permitem altos
niveis da proteina heterdloga na fase tardia da infecg@o. Neste trabalho, foram clonados
genes cry (cry24a e cryllA) isolados das estirpes de Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki S447 e subsp. israelensis S1806, respectivamente, no genoma do baculovirus
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), por transposi¢ao
sitio-especifica, gerando os virus vAcCry2Aa e vAcCryllA. A avaliagdo da expressdo
bem como a presenga do transcrito foi realizada por RT-PCR. As proteinas heterdlogas
Cry2Aa e Cryl1A foram analisadas em gel SDS-PAGE 12%, revelando a presenca de
bandas de aproximadamente 65 kDa e 70 kDa, respectivamente. A toxicidade das
proteinas heter6logas foi testada para larvas de inseto das ordens Lepidoptera e Diptera.
A proteina heterdloga Cry2Aa apresentou uma CLsy 1,036 pg/mL para larvas de
segundo instar de Anticarsia gemmatalis , enquanto Cry11A mostrou ser bastante toxica
para larvas de segundo instar de Aedes aegypti com CLsy de 53,3 ng/mL. A presenca de
cristais derivados da proteinas heteréloga Cry2Aa sé foi evidenciada nos extratos de
lagartas infectadas com os virus recombinantes. A analise ultraestrutural da proteina

heterologa Cry2Aa purificada a partir dos extratos das larvas de terceiro instar

Xiv



infectadas com o virus recombinante vAcCry2Aa mostrou a presenca de grandes cristais
na forma cubdide Neste trabalho foi possivel avaliar que o baculovirus é um bom vetor

de expressdo de proteinas Cry.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positive, entomopathogenic bacteria that
produces crystalline inclusions called 6-endotoxins or Cry proteins. These proteins are
highly toxic to susceptible insects, not showing activity against others organisms. Some
expression systems have been used to express crystal proteins with the aim to increase
their toxicity for several insect orders. Baculoviruses are insect viruses that have been
widely used as expression vectors of heterologous proteins in insect cells, mainly due
to the presence of strong promoters that allow high levels of expression of the
heterologous protein during the late phase of virus infection. In this work, cry genes
(cry24a and cryl1A4) from B. thuringiensis subsp. Kursaki S447 and subsp. israelensis
S1806, respectively, were introduced into the genome of the baculovirus Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), by site-specific transposition,
generating the recombinant viruses vAcCry2Aa and vAcCryl1A. Transcription of the
heterologous genes were confirmed using mRNA from recombinant viruses infected-
insect cells (72 h p.i) by RT-PCR . The heterologous Total extracts from Spodoptera
frugiperda infected with the recombinant viruses (VAcCry2Aa and vAcCryl1A) were
analyzed by SDS-PAGE, which detected the presence of polypeptides around 65 kDa
and 70 kDa, respectively. Bioassays, using the heterologous proteins showed that
Cry2Aa had toxicity to second instar Anticarsia gemmatalis larvae with a LCsg of 1.03
pg/mL and that Cryl1A had toxicity to second instar Aedes aegypti larvae (Cryl1A)
with a LCsy of 53.3 ng/mL. Cuboid-shaped protein crystals (Cry2Aa) were observed
only in vAcCry2Aa S. frugiperda infected-extracts by light and scanning electron
microscopy. This work confirms the utility of the baculovirus expression system for the

efficient expressionof Cry proteins.
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1. Introducao

A busca por alternativas para tentar diminuir o uso de inseticidas quimicos tem
sido realizada em todo mundo com a finalidade de reduzir os impactos causados ao
meio ambiente por esses agentes que, além de poluir, causam desequilibrio ecologico e
promovem o surgimento de insetos resistentes (Estruch et al. 1997).

Devido a essas restricdes, o interesse por agentes bioldgicos para controle de
insetos-praga e vetores de doengas tem aumentado. Dentre os bioinseticidas mais
utilizados, Bacillus thuringiensis, uma bactéria Gram-positiva, destaca-se como um
agente favoravel e seguro para o controle bioldgico de insetos por ser altamente
especifico e néo apresentar atividade toxica para mamiferos (Pang et al., 1992; Schnepf
etal., 1998).

Essa bactéria é responsavel por mais de 90% dos biopesticidas disponiveis em
todo o mundo (Polanczyk & Alves, 2003). Estima-se que sejam aplicados, por ano, por
volta de 13.000 toneladas de bioinseticidas a base de B. thuringiensis (Hansen &
Salamitou, 2000).

A atividade entomopatogénica do B. thuringiensis ¢ devido a presenga de
inclusdes cristalinas denominadas delta-endotoxinas ou proteinas Cry, que sdo
produzidas na fase de estaciondria e acumuladas no compartimento da célula mae
durante a esporulagdo, correspondendo a 25% do peso seco da célula (Agaisse &
Lereclus, 1995). Estas inclusdes cristalinas podem conter uma ou mais proteinas Cry,
que, por sua vez, apresentam um amplo espectro de acdo, com atividade para diversas
ordens de insetos (Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, Coleoptera), nematoides, acaros

e protozoarios (Schnepf et al., 1998).



As proteinas Cry contidas no cristal, quando ingeridas pelo inseto suscetivel, sdo
solubilizadas pelo pH alcalino no intestino da larva e liberadas como pro-toxinas que
serdo ativadas por serino-proteases, formando toxinas ativas que se ligardo a receptores
das microvilosidades intestinais. Apos a ligagdo, as toxinas se inserem na membrana
formando poros e desestabilizando o gradiente osmotico levando a morte do inseto
(Bravo et al., 2007, de Maagd et al., 2001, Schnepf et al., 1998).

As delta-endotoxinas foram classificadas em varios grupos de proteinas Cry.
Essa classificagdo ¢ baseada na identidade dos aminoacidos (Crickmore et al., 1998) e

até o momento ja foram seqiienciados mais de 400 genes cry e as proteinas agrupadas

em 55 grupos (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/).

A descoberta de novos genes cry com amplo espectro de agdo é de extrema
importancia para o desenvolvimento de novos bioinseticidas contra diferentes insetos-
praga, reduzindo a probabilidade dos mesmos desenvolverem resisténcia (Betz et al.,
2000; Bobrowski et al., 2001).

Os baculovirus s@o virus de insetos que tém sido muito utilizados como
vetores de expressdo de genes heter6logos em células de insetos, devido principalmente
a presenca de promotores fortes que permitem altos niveis da proteina heterdloga na
fase tardia da infec¢do. Outra vantagem ¢ que ndo apresentam atividade para
vertebrados, a manipulagdo é simples e segura, podendo ser aplicada na producdo de
proteinas de interesse biotecnologico (Szewczyk et al., 2006; Moscardi, 1999). Vérios
grupos tém inserido no genoma do baculovirus genes cry na forma intacta, truncada ou
fusionada a poliedrina (principal proteina produzida pelo baculovirus) com a finalidade
de aumentar a velocidade de agdo bem como a patogenicidade viral para larvas de
insetos (Martens et al., 1990; Merryweather ef al., 1990; Pang et al. 1992; Ribeiro &

Crook, 1993; Chang et al., 2003, Aguiar et al., 2006, Martins et al., 2008).



O trabalho realizado nesta tese faz parte de uma linha de pesquisa que vem
sendo desenvolvida pelo laboratério de Microscopia Eletronica e Virologia da
Universidade de Brasilia em parceria com o laboratério da Colecdo de Bacilos
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia com a finalidade
de expressar proteinas Cry recombinantes de B. thuringiensis em células de insetos,
usando o baculovirus como vetor de expressdo, além de analisar a toxicidade das
proteinas heterdlogas para diferentes insetos suscetiveis (Ribeiro & Crook, 1993; 1998;

Martins, 2005; Aguiar, 2007; Corréa, 2007).



2. Revisiao bibliografica

2.1 Classificacdo de Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva, ubiqua, aerobia, pertencente a
familia Bacillaceae, que se movimenta com auxilio de flagelos peritriquios. Apresenta-
se na forma de bastdes isolados, aos pares ou em cadeias com tamanhos que variam de
0,52a2,5 um de largura e 1,2 a 10 pm de comprimento (Miralles & Pérez, 2004) (Figura
1A).

Quando a bactéria encontra-se em condi¢gdes nutricionais desfavoraveis, a
divisdo celular ¢ interrompida e inicia-se a esporulagdo. Durante a fase de esporulagdo,
ocorre a produgdo de inclusdes cristalinas denominadas §-endotoxinas ou proteinas Cry
(do inglés — 'crystal"), que se acumulam no compartimento da célula-mae
correspondendo a cerca de 20% a 30% do peso seco da célula esporulada (Figura 1B). O
cristal ¢ liberado juntamente com o esporo durante a lise celular (Lereclus et al., 1989;
Arantes et al., 2002). A atividade entomopatogénica desta bactéria esta relacionada a
produgdo desse cristal, composto por um agregado de proteinas codificadas por genes
cry, que apresenta atividade toxica para diversas ordens de insetos e outros
invertebrados (Hofte & Whiteley, 1989; Glare & O’Callagham, 2000).

B. thuringiensis foi isolado pela primeira vez em 1901 por Ishiwata como sendo
a bactéria responsavel pela mortalidade do bicho-da-seda, Bombix mori, causando a
doenga conhecida como “sotto-disease”. Porém, a primeira nomenclatura s6 foi sugerida

em 1908 por Iwabuchi que denominou a bactéria como sendo B. sotto Ishiwata.



Posteriormente, essa bactéria foi descrita por Berliner em 1911 e classificada como B.
thuringiensis (em homenagem a Thuringia, cidade Alem&), apds ser isolada de larvas
mortas de Anagasta kuehniella (Lepidoptera:Pyralidae) (Whiteley & Schnepf, 1986;
Glare & O’Callagham, 2000).

Taxonomicamente, B. thuringiensis pertence ao género Bacillus que compreende
um amplo grupo de bactérias Gram-positivas formadoras de esporos. Devido a alta
homologia genética, os taxonomistas criaram um unico grupo denominado de B. cereus
que compreende as espécies B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides e B. weihstephanensis. As quatro primeiras espécies desse grupo
apresentam as mesmas caracteristicas fenotipicas e bioquimicas. A sorotipagem das
células vegetativas e/ou esporos assim como os perfis de carboidratos e acidos graxos,
hibridizagdo do DNA cromossdmico, comparacdo de seqiiéncias 16S, 23S rRNA ou
regido intergénica 16S - 23S rRNA ndo permitem observar diferengas entre as espécies,
mostrando que essas espécies sdo, na verdade, somente uma. A {inica caracteristica que
permite diferenciar as espécies € a producdo de um corpo cristalino refringente (proteina
Cry) visivel por microscopia de contraste de fase ou microscopia 6ptica comum. Essa
classifica¢do tem sido motivo de discussdo entre taxonomistas e bacteriologistas, pois
mesmo utilizando ferramentas moleculares, ¢ muito dificil separar essas espécies (Ohba

& Aizawa, 1986; Priest et al., 1988; Rasko et al., 2005).



Figura 1 — Microscopia de contraste de fase (A) e microscopia eletronica (B) de B.
thuringiensis mostrando: (c) cristais, (e) esporos (adaptados de http://www.futura-
sciences.com/uploads/tx _oxcsfutura/comprendre/d/images/604/pintureau_03.jpg,
www.ufrgs.br/laprotox/digestion-eng.htm, respectivamente).

2.1.1 Diversidade de toxinas produzidas por B. thuringiensis

B. thuringiensis produz, além das proteinas Cry, varias toxinas com atividade
inseticida dentre elas a o-exotoxina, B-exotoxina, hemolisinas, exoenzimas e proteinas
inseticidas vegetativas, VIPs (do inglés — "vegetative insecticidal proteins") que podem
atuar aumentando a toxicidade das d-endotoxinas. Além das toxinas, os esporos também
podem contribuir com a patogenicidade através da agdo sinérgica desempenhada junto

com as proteinas Cry.

2.1.1.1 a-exotoxina

E uma enzima com atividade citolitica que age sobre os fosfolipideos presentes
nas membranas celulares. E termolabil, solavel em 4gua, sendo altamente toxica para
alguns insetos, seja por administragdo oral ou intra-hemocélica, e também para ratos,
causando degeneracdo e lise das células. Essa toxina também ¢é conhecida como
fosfolipase C, lecitinase ou fosfatidilcolina fosfohidrolase (Krieg, 1971; Faust & Bulla

Jr., 1982; Hansen & Salamitou, 2000).



2.1.1.2 B-exotoxina

Esta toxina, também chamada de Thuringiensina, ¢ produzida durante a fase
vegetativa e secretada no meio de cultura. E termolabil, com baixa massa molecular.
Existem dois tipos de P-exotoxinas: A toxina tipo I que € um analogo de ATP,
composto por adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico (Farkas et al., 1969). Sua
atividade toxica esta relacionada com a inibicdo da RNA polimerase através da
competi¢do com ATP, apresentando um amplo espectro de toxicidade para varias
ordens de insetos, acaros, nematdides e também vertebrados, provocando efeitos
teratogénicos e mutagénicos (Hansen & Salamitou, 2000); A toxina do tipo II € um
analogo de UTP e ¢ mais toxica que a do tipo I, principalmente para insetos da ordem
Coleoptera (Levinson et al., 1990). Devido a sua alta toxicidade frente a mamiferos, um
dos critérios indispensaveis em alguns paises para a produgdo comercial € a sele¢do de

estirpes de B. thuringiensis que ndo produzam essa toxina (McClintock et al., 1995).

2.1.1.3 Exoenzimas

B. thuringiensis produz um grande nimero de exoenzimas que desempenham
um papel importante na patogenicidade a insetos. Dentre as exoenzimas estdo as
quitinases e as proteases. Essas exoenzimas s@o liberadas pela bactéria e vAo provocar
ruptura da membrana peritrofica favorecendo o acesso das d-endotoxinas ao epitélio

intestinal (Reddy et al., 1998; Sampson & Gooday, 1998).

2.1.1.4 Proteinas vegetativas inseticidas (VIP)

Um grupo de proteinas denominadas VIP ¢ produzido por algumas estirpes de B.

thuringiensis durante a fase vegetativa de crescimento e de esporulag@o (Estruch et al.,



1996). Essas proteinas sdo secretadas e ndo formam inclusdes cristalinas, por esse
motivo e também por ndo apresentarem homologia de seqiiéncia ou de estrutura, as
VIPs foram excluidas da nomenclatura das proteinas Cry (Schnepf et al., 1998). O
modo de acdo dessas proteinas ainda nao foi totalmente elucidado, sabe-se que a VIP3A
une-se as células epiteliais do intestino médio do inseto provocando posteriormente, a
lise celular. As manifestagdes toxicas sdo semelhantes as que ocorrem com as proteinas
Cry (Yu et al., 1997). As proteinas VIPs apresentam uma massa molecular variando de
88 a 100 kDa e apresentam atividade contra insetos pouco sensiveis a maioria das
proteinas Cry como Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda, S. exigua e Helicoverpa zea

(Yuetal., 1997).

2.1.1.5 o6-endotoxina

B. thuringiensis produz durante os estagios IIl e IV da fase de
esporulagdo corpos de inclusdes protéicos que contém as d-endotoxinas. Essas delta-
endotoxinas vdo sendo acumuladas no compartimento da célula-mae. No final da
esporulagdo, o cristal ¢ liberado juntamente com o esporo (Schnepf et al., 1998).
Existem dois tipos de 3-endotoxinas: as proteinas Cry e as proteinas Cyt. O espectro de
acdo das d-endotoxinas é normalmente restrito a uma determinada ordem de insetos,
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera ou nematoides e acaros (Schnepf et al.,
1998). Essa bactéria pode produzir uma ou mais proteinas Cry com massa molecular
variando de 40 a 140 kDa (Serafini et al., 2002). No caso de B. thuringiensis subsp
kurstaki HD1, estdo presentes em um mesmo cristal trés proteinas do tipo Cryl de 130
kDa (Lereclus et al., 1989). A forma do cristal é determinada pela composi¢do e
estrutura das d-endotoxinas presentes, podendo apresentar-se nas formas bipiramidal,

cubdide, ovodide, rombodide, esférico ou até mesmo sem uma forma definida (Habib &



Andrade, 1998; Polanczyk & Alves, 2003). Bernhard et al.(1997) analisaram
aproximadamente 2.800 estirpes de B. thuringiensis em diferentes regides geograficas e
verificaram que 45,9% das delta-endotoxinas eram do tipo bipiramidal, 19,1%
puntiformes irregulares, 16,4% romboides, 14,2% esféricas e 4,4% cubdides.

As proteinas Cyt ndo apresentam homologia com as proteinas Cry, possuem
atividade citolitica, apresentando afinidade para acidos graxos insaturados na porgao
lipidica da membrana celular (Thomas & Ellar, 1983). As proteinas Cyt s@o constituidas
pelos grupos Cytl e Cyt2, onde a classe Cytl apresenta trés tipos: CytlAa, CytlAb e
CytlBa (Ward et al., 1988; Thiery et al., 1997), enquanto a classe Cyt2 possui cinco
integrantes: Cyt2Aa, Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Bc e Cyt2Ca. Apresentam massa molecular
de 27 - 30 kDa (Koni & Ellar, 1993; Cheong & Gill, 1997; Crickmore et al.,1998) e
todas sdo toxicas para insetos da ordem Dipfera. Além disso, a proteina Cyt2Ca
apresenta também atividade contra insetos da ordem Coleoptera (Crickmore et

al.,1998).

2.1.2 Classificacio dos genes que codificam as 6-endotoxinas

O primeiro gene cry de B. thuringiensis foi clonado e seqiienciado em 1981 por
Schnepf & Whiteley e desde entdo, o numero de seqiiéncias tem aumentado
consideravelmente. Inicialmente, a caracterizagdo desses novos genes nao tinha uma
nomenclatura adequada e os mesmos eram classificados de maneira arbitraria
(Crickmore et al., 1998), demonstrando a necessidade de uma padronizagio. Foi entdo
que no final da década de 80, percebendo a necessidade de organizar melhor a
nomenclatura desses genes, Hofte & Whiteley (1989) propuseram uma nomenclatura
para os genes cry, onde a classificagdo dos genes era baseada na combinacdo de

seqiiéncias de aminoacidos e no espectro de atividade da proteina cristal. Os autores



agruparam 14 tipos de genes diferentes, os quais foram distribuidos em quatro classes
que apresentavam atividade contra Lepidoptera (cryl), Lepidoptera e Diptera (cryll),
Coleoptera (crylll) e Diptera (crylV) e uma quinta classe, cytd, que foi agrupada
separadamente por ndo apresentar homologia de seqiiéncia ou atividade toxica com as
outras classes (Tailor et al., 1992; Crickmore et al., 1998). A medida que novos genes
foram isolados e caracterizados, comegaram a observar que o sistema de classificagdo
de Hofte & Whiteley ndo era muito eficiente, uma vez que nao era possivel acomodar
nessas diferentes classes os genes que apresentavam seqiiéncias de aminoacidos
similares, porém, ndo mostravam toxicidade com o mesmo espectro de agdo. Foi entdo
que em 1998, Crickmore ef al. apresentaram uma nova classificacdo baseando-se apenas
nas relagdes entre as seqiiéncias de aminoacidos. Nessa nova proposta, a classificagdo €
feita pelo nome da toxina (Cry ou Cyt) seguido de nimero (nimeros romanos foram
trocados por arabicos para comportar melhor o grande nimero de novas proteinas), letra
maiuscula, letra minuscula e nimero (ex: Cry2Aa4) dependendo da sua localizagdo na
arvore filogenética (de Maagd et al., 2001). Alguns genes tiveram seus numeros
alterados, como ocorreu com crylH, cryllIC e crylVD, que foram classificados como
cry9Ca, cry74a e cryllAa, respectivamente (ver site
http://www .lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/toxins2.html, atualizado em
14 de novembro de 2008). Até o momento, ja foram descritos mais de 400 genes cry e
agrupados em 55 grupos de proteinas Cry (Cryl a CryS55). Essa primeira categoria (ex:
Cryl, Cry2 etc) apresenta uma identidade de até 45%, a segunda e terceira categoria
(Cry2Aa) 78% e 95% de identidade, respectivamente, e a quarta categoria (Cry2Aa2)
indicada por um numero tem identidade acima de 95% (de Maagd et al., 2001). Com
relagdo aos genes cyt ja foram depositadas no banco 26 seqiiéncias que estdo

organizadas em nove holotipos (Tabela 1).

10



Tabela 1 — Classe das proteinas Cry e Cyt de B. thuringiensis com os respectivos subgrupos
(http://www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/toxins2.html) (atualizado em

01/03/2009)
Proteinas Subgrupos Atividade Proteinas Subgrupos Atividade
Cryl 42 Lepidoptera Cry25 1 Diptera
Lepidoptera/Diptera Cry26 1 Sem atividade
Lepidoptera/Coleéptera conhecida
Cry27 1 Diptera
Cry2 6 Lepidoptera/Diptera Cry28 1 Sem atividade
Lepidoptera conhecida
Cry29 1 Diptera
Cry3 4 Coledptera Cry30 4 Diptera
Cry4 2 Diptera Cry31 3 Sem atividade
conhecida
Cry5 5 Nematoda/Acari Cry32 4 Diptera
Himenoptera Cry33 1 Sem atividade
Coleoptera conhecida
Cry34 4 Coledptera
Cry6 2 Nematoda/Acari Cry35 4 Coledptera
Cry7 4 Coleoptera Cry36 1 Coledptera
Cry8 13 Coleéptera/Hemiptera Cry37 1 Sem atividade
conhecida
Cry9 10 Lepidoptera Cry38 1 Coledptera
Lepidoptera/Coleéptera Cry39 1 Diptera
Cry10 1 Diptera Cry40 3 Diptera
Cryll 3 Diptera Cry41 2 Citotoxicidade
(células cancerosas)
Cryl2 1 Nematoda/Acari Cry42 1 Citotoxicidade
(células cancerosas)
Cryl3 1 Nematoda Cry43 2 Coledptera
Cryl4 1 Diptera/Coleéptera Cry44 1 Diptera
Cryl5 1 Lepidoptera Cry45 1 Citotoxicidade
(células cancerosas)
Cryl6 1 Diptera Cry46 2 Citotoxicidade
(células cancerosas)
Cryl7 1 Diptera Cry47 1 Diptera
Cryl8 3 Coleéptera Cry48 2 na®
Cry19 2 Diptera Cry49 2 na’
Cry20 1 Diptera Cry50 1 Diptera
Cry21 2 Nematoda Cry51 1 na*
Cry22 3 Himenoptera Cry52 1 na*
Coleéptera Cry53 1 na”
Cry23 1 Sem atividade Cry54 1 na®
conhecida Cry55 1 Coledptera
Cytl 4 Diptera
Cry24 3 Diptera Cyt2 5 Diptera/Coleéptera

a ~ ’
Nao acessivel
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2.1.3 Estrutura e mecanismo de acio das proteinas Cry de B. thuringiensis

A maior parte das d-endotoxinas apresentam-se como uma pro-toxina com
massa molecular variando de 130-140 kDa, que para serem ativadas devem ser
processadas por proteases do intestino médio dos insetos, liberando um fragmento entre
55-65 kDa (Hofte & Whiteley, 1989; Lereclus ef al.,1989). A pro-toxina possui duas
regides distintas: uma por¢do amino-terminal, normalmente variavel e que esta
associada a toxicidade, e uma porg¢do carboxi-terminal, mais conservada entre as
proteinas, relacionada geralmente a formacdo do cristal (Chestukhina et al., 1982).

Experimentos realizados com genes trucados na regido 5’ou 3’ revelaram que a
regidao do DNA necessaria para a sintese da proteina toxica ¢ a partir do cédon 29 ao
607 ou 615. Além disso, a proteina truncada mantém a especificidade toxica da 6-
endotoxina nativa. O papel do dominio carboxi-terminal dessas proteinas esta
relacionado com a estrutura, formagdo e solubilizagdo do cristal. Essa hipotese €
mantida pela presenca de residuos de cisteina localizados na por¢do C-terminal,
responsaveis pelas pontes dissulfeto que mantém as proteinas juntas e estiveis na
inclusdo cristalina (Hofte & Whiteley, 1989; Lereclus et al., 1989; Schnepf et al., 1998).

Hofte & Whiteley (1989), analisaram algumas regides que sdo altamente
conservadas entre as proteinas Cry e, apds o alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos,
revelaram a presenca de cinco blocos conservados na regido que codifica a toxina.
Schnepf et al. (1998) descreveram outros trés blocos localizados na regido da pro-
toxina. Esses resultados sdo importantes para comprovar a fun¢do biolégica dessas
proteinas e também sugerem que as proteinas Cry formam familias com blocos

similares e mecanismos de a¢do semelhantes (Monnerat & Bravo, 2000).
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Na figura 2, é possivel distinguir os trés grupos de proteinas Cry. O primeiro ¢
formado pelas proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl0, Cryl6, Cryl7,
Cry19 e Cry20 que apresenta os cinco blocos conservados na porgdo toxica. O segundo
contétm Cry5, Cryl2, Cryl3, Cryl4 e Cry2l que se caracteriza por ter regides
homologas aos blocos 1, 2, 4 e 5, apresentando uma variante do bloco 2 e auséncia do
bloco 3. O terceiro grupo é composto pelas proteinas Cry2, Cryll e Cryl8 que possui o
bloco 1 conservado e apresenta uma variante truncada do bloco 2 e ndo apresenta os
blocos 3,4 e 5 (Lereclus et al., 1989; Schnepf et al., 1998).

A partir da estrutura tridimensional da proteina Cry3A, foi determinada a
presenca de trés dominios (Li et al., 1991). O dominio I N-terminal ¢ composto por 7 -
hélices onde uma hélice central (a5 - hidrofobica) esta rodeada por outras 6 a-hélices
anfipaticas. Estudos realizados com a toxina Cry3Bb, toxica para insetos da ordem
Coleoptera, mostraram que o dominio I estd envolvido na insercdo da proteina na
membrana e na formagdo do poro (Prieto-Samsoénov ef al., 1997). Os dominios II e III
sdo formados principalmente por folhas B. O dominio II contém trés folhas [
antiparalelas dispostas ao redor de um nicleo hidrofébico (Aronson & Shai, 2001). O
dominio IIT C-terminal, também chamado de B — prisma consiste de duas folhas 3
antiparalelas. Os dominios II e III estdo envolvidos no reconhecimento e ligagdo ao
receptor. Além disso, o dominio III pode estar relacionado com a estabilidade estrutural
da toxina e na formagao do poro (de Maagd et al., 2001) (Figura 3A).

Em 2001, Guiterrez et al. publicaram o primeiro modelo tedrico da estrutura
tridimensional da proteinas Cryll. A estrutura da toxina Cry11Bb foi obtida através do
grau de homologia da seqiiéncia de aminoacidos baseado nas estruturas das proteinas
CrylA e Cry3A. Os autores observaram que as trés toxinas compartilham estrutura

tridimensional comum apesar de apresentar um baixo grau de homologia na seqiiéncia
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de aminodcidos. Uma diferenca estrutural significativa foi observada nas algas do
dominio II. Uma vez que este dominio esta relacionado com o reconhecimento e ligacao
a receptores celulares, essa diferenca indica que este dominio estd relacionado com a

especificidade da toxina (Figura 3B)

Figura 2 — Posi¢ao dos blocos conservados entre as proteinas Cry. Os retingulos em preto,
cinza claro e branco indicam, respectivamente, alto, moderado ou baixo grau de homologia
entre os blocos (Schnepf et al., 1998).
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Figura 3 —Representagdo da estrutura tridimensional da toxina Cry. (A) Toxina Cry3A. A
toxina apresenta trés dominios. O dominio I (azul) estd envolvido na inser¢do na membrana e
formagao de poro, os dominios II (verde) e III (laranja) estdo envolvidos no reconhecimento e
ligagdo ao repector. O dominio III ¢ também responsavel pela estabilidade da proteina
(Adaptado de Aronson &Shai, 2001). O dominio I N-terminal ¢ composto por 7 a-hélices onde
uma hélice central (a5 - hidrofobica) estd rodeada por outras 6 o-hélices anfipaticas.(B)
Comparagdo entre os dominios estruturais das proteinas CrylA, CryllBb e Cry3A,
respectivamente (Gutierrez et al., 2001). E possivel observar que as trés proteinas apresentam os
dominios I e III praticamente idénticos e diferengas nas algas internas do dominio II podem ser

observadas na figura.
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Como as proteinas Cry apresentam-se como pro-toxinas que necessitam ser
ativadas por proteases para desencadear seus efeitos toxicos, o modo de agdo envolve
uma série de etapas (solubilizagdo e processamento da toxina, ligagdo ao receptor,
inser¢do na membrana e citdlise) que se inicia a partir do momento que o cristal € o
esporo sdo ingeridos pela larva suscetivel (Schnepf et al., 1998) (Figura 4).

A solubilizacdo da pro-toxina ocorre em pH alcalino no intestino médio da
maioria das larvas de insetos suscetiveis (Lepidoptera, Diptera e alguns insetos
Coleoptera) (Knowles et al.,1994). Diferencas na solubilizagdo podem contribuir para
determinar as alteragcdes no grau de toxicidade entre as proteinas Cry (Aronson et al.,
1991).

Ap6s a solubilizagdo, muitas pro-toxinas sdo processadas por proteases que estao
presentes no intestino médio do inseto, liberando o fragmento toxico (Tojo & Aizawa,
1983). A proteina CrylA (130 — 140 kDa), apds a digestéo, ¢ clivada nos primeiros 28
residuos da extremidade N-terminal e nos Ultimos 500 residuos da extremidade C-
terminal liberando um fragmento de 55 — 65 kDa. A clivagem proteolitica é um fator
importante que pode contribuir para determinar a especificidade; a principal protease
digestiva de Lepidoptera e Diptera é serino-protease, enquanto que para Coleoptera sao
principalmente cisteino e aspartico-proteases (de Maagd et al., 2001).

Alguns autores sugerem que o mecanismo de resisténcia desenvolvido no inseto
estd relacionado com a redugdo de solubilidade e proteases envolvidas (McGaugley &
Whalon, 1992; Aronson et al. 1991). Esse fato deve-se a diferencas presentes no
intestino dos insetos. Haider & Ellar (1989), mostraram que dependendo da enzima
proteolitica presente, uma pro-toxina pode ser clivada em uma toxina ativa para

lepiddpteros ou dipteros. Os autores chegaram a esta conclus@o apds tratamento de uma
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proteina de 130 kDa toxica para dipteros e lepidopteros de B. thuringiensis sorovar
aizawai com extrato de intestino médio do lepidoptero Pieris brassicae. A toxina, apds
o tratamento, mostrou-se toxica para ambas as larvas de P. brassicae e Aedes aegypti.
Porém, quando ativada por proteases do intestino de larvas de A. aegypti, a toxina ativa
apresentava toxicidade apenas para larvas de dipteros.

Apos serem ativadas, as proteinas Cry ligam-se a receptores especificos
presentes nas microvilosidades das células colunares do intestino médio das larvas de
insetos suscetiveis, sendo um fator importante para a toxicidade e especificidade das 6-
endotoxinas (de Maagd et al., 2001). Até o momento foram descritos quatro receptores
que estdo situados na superficie das cé€lulas intestinais de larvas da ordem Lepidoptera.
Uma aminopeptidase N (APN), que estd ancorada a membrana por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), uma proteina do tipo caderina, uma proteina
glicoconjugada de 270 kDa e uma fosfatase alcalina ancorada & GPI. O GPI ¢ suscetivel
a ac@o de uma fosfatase C especifica endogena do inseto e permite sua unido com a
toxina de maneira especifica. Em lepidopteros, a CrylA se liga a APN de 120 kDa e as
proteinas do tipo caderina (Bt-R1) de 210 kDa. As caderinas ¢ as APN interagem de
modo consecutivo com diferentes estruturas da toxina. Inicialmente, a toxina ativa se
liga a caderina provocando a primeira modificacdo conformacional onde expde a regido
da a-hélice para ser clivada por proteases da membrana. Apds a clivagem ocorre a
formagdo de um complexo pré-poro (na forma de um tetramero) (Goméz et al. 2002;
Bravo et al, 2007). Este oligomero se liga a APN, que estd ancorada a membrana pela
sua ligagcdo ao GPI, e em seguida, ocorre a insercdo da toxina ativa na membrana de
forma irreversivel e induzindo a abertura ou formagdo de poros que provocam uma
quebra no balango osmotico da célula e conseqiiente lise celular (Knowles & Ellar,

1987; Hofman et al, 1988; Van Rie et al,, 1989; Knowles et al., 1994). A etapa de
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unido aos receptores € importantissima para determinagdo do espectro de agdo das delta-
endotoxinas e tem sido alvo de varios estudos (Bravo et al., 2007; Soberon et al., 2007).

A intoxica¢do nos insetos da ordem Lepidoptera se manifesta por uma
paralisagdo imediata do tubo digestivo e pecas bucais, levando a lise celular ¢ a
interrup¢do da alimentagdo. As células colunares e caliciformes sdo destruidas e
propiciam a entrada dos esporos que germinam (Du & Nickerson, 1996), conduzindo a
lise do intestino médio, inani¢do e posterior septicemia, levando o inseto a morte (Dai &

Gill, 1993; Monnerat & Bravo, 2000).
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Figura 4 — Esquema representativo do modo de ag@o das proteinas Cry de B. thuringiensis (A) Ingestdo de esporo e cristal pela larva suscetivel, em seguida,
estes migram pelo trato digestivo; (B) dissolugdo dos cristais em pH alcalino no intestino médio da larva e processamento da pro-toxina por proteases
liberando a toxina ativa; (C) A toxina se liga a receptores especificos ocasionando a abertura de poros que leva a um desequilibrio osmoético e,
conseqiientemente, lise celular; (D) Os esporos germinam e levam a lise do intestino médio. Apds a morte da larva, os esporos sdo liberados no ambiente
(Esquema gentilmente cedido por Breno Tendrio R. Abreu).

19



2.1.4 Organizacao dos genes cry

B. thuringiensis tem um genoma que varia de 2,4 a 5,7 Megabases (Mb),
contendo varios elementos extra-cromossomais, representando de 10 a 20% do genoma
da bactéria, podendo possuir até 17 plasmideos, com tamanhos que variam de 2 até¢ 200
pares de quilobases (pkb) (Carlson et al., 1994; Schnepf et al., 1998; Pérez, 2004).

Os genes cry estdo presentes em plasmideos conjugativos maiores do que 30
Megadaltons (MDa) (Gonzalez et al., 1982; Lereclus et al., 1989), embora ja se tenha
observada a presenga desses genes em fragmentos cromossomais por hibridizagdo com
sondas de genes cry, ainda ndo foi esclarecida a relagdo desses homologos
cromossomais na producdo dos cristais (Schnepf et al., 1998).Esse fato pode ser
explicado de duas formas. A primeira mais simples, levando em considera¢ao que esses
genes estdo presentes em plasmideos de alto peso molecular, que durante o processo de
extragdo se rompem e ao serem analisados por eletroforese os mesmos co-migram com
0 DNA cromossomal explicando dessa forma a presenca dos genes cry (Pérez, 2004). A
outra explicacdo foi dada por Carlson & Kolste (1993), pela analise do mapeamento
cromossomal de uma cepa de B. thuringiensis, que mostrou a presenca de uma
seqiiéncia com alto nivel de similaridade com a familia dos genes cry.

A mobilidade desses genes pode estar associada a presenca de transposons do
tipo "Insertion Sequence" (IS) (Mahillon et al., 1994). Ja foram descritas quatro familias
de IS e a sua distribuicdo ndo se restringe apenas a espécie B. thuringiensis sendo
encontrada em B. cereus, B. anthracis e B. mycoides (Leonard et al., 1997). Dentre elas
foram descritos os tipos de IS em Bt: 1S231, 1S232, 1S240, Tn4430, Tn5401 ¢ TnBthl

(Lereclus et al.,1986; Baum , 1994; Baum et al., 1999; Schnepf et al., 1998).

20



A possivel mobilizagdo por elementos moveis ou por plasmideos conjugativos
tem implicacOes bioldgicas importantes, podendo explicar a multiplicidade e a

diversidade observada para o espectro de acdo em B. thuringiensis (Pérez, 2004).

2.1.5 Regulaciio da expressao dos genes cry

As 6-endotoxinas sdo produzidas durante a fase estacionaria e se acumulam no
compartimento da célula-méie sob a forma de cristais, e correspondem a 25 - 30% das
proteinas totais da bactéria em esporulagdo (Agaisse & Lereclus, 1995). A sintese ¢
bastante eficiente devido a presenca de uma maquinaria especial, que no caso de B.
thuringiensis envolve mecanismos transcricionais e pos-transcricionais (Schnepf et al.,
1998). Baseado na expressao, os genes cry podem ser agrupados em dependentes e ndo

dependentes da esporulagdo.

2.1.5.1 Genes dependentes da esporulagao

As espécies de Bacillus produzem no interior da célula uma estrutura
denominada de enddsporo durante o processo de esporulacdo (Agaise & Lereclus,
1995). Varios estudos demonstraram que as proteinas que regulam a esporulagdo em B.
subtilis apresentam funcSes semelhantes em B. thuringiensis, incluindo os fatores sigma
(o) (Adams et al., 1991). Em B. subtilis, a diferenciagdo celular ¢ regulada de forma
temporal e em nivel transcricional, pela ativacao de seis fatores sigma que, pela ligagdo
a RNA polimerase, determinam quais promotores especificos serdo reconhecidos
(Helmann & Chamberlin, 1988). Esses fatores sio denominados de: fator ¢*, e cinco

E 69 e o) que sdo regulados temporalmente durante o processo de

fatores (GH, o, o
esporulagdo.. Os fatores 6* ¢ ¢ atuam antes da formagdo do septo que da origem a

. . ~ ., E K ~ . , ~ F G ~ .
compartimentalizagdo, ja os fatores 6 e ¢ sdo ativos na célula-mie e 6 € ¢~ sdo ativos

no compartimento do pré-esporo (Agaisse & Lereclus, 1995).
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O gene crylAa é exemplo tipico de genes cry dependentes de esporulagdo que é
expresso apenas no compartimento da célula-mae de B. thuringiensis (Schnepf et al.,
1998). Esse gene comeca a ser transcrito a partir de dois sitios de iniciagdo
comsobreposi¢do de atividade (Wong et al., 1983): o Btl, que ¢ ativado no inicio da
esporulacdo entre t; e t¢ (onde t, indica o nimero de horas apo6s o inicio da fase de
esporulacdo) e o Btll, que é ativado a partir de ts (Hofte & Whiteley, 1989). Brown &
Whiteley (1988, 1990), realizaram experimentos in vitro para demonstrar que a
transcrigio a partir do promotor Btl ¢ iniciada pelo fator 6>°, enquanto que a do BtII
ocorre a partir do fator 6°*. Os genes que codificam os fatores 6> ¢ 6> foram clonados,
seqiienciados e as seqiiéncias de aminodcidos apresentaram uma identidade 88% e 85%
com os fatores o° e o de B. subtilis, respectivamente (Adams ef al., 1991). Varios
promotores de genes cry foram identificados e suas seqiiéncias foram determinadas
(Schnepf et al., 1998). Os resultados mostram que outros genes tais como crylAa,

crylBa, cry24a, cry4, cryll e cryl5Aa sdo considerados dependentes de esporulagéo.

2.1.5.2 Genes nao dependentes de esporulacio

O gene cry3 € um tipico exemplo de gene ndo dependente de esporulagdo. Esse
gene € expresso durante a fase vegetativa, embora também possa ser expresso em baixas
concentragdes na fase estacionaria (Schnepf et al., 1998). O promotor ¢ ativado no final
da fase exponencial de crescimento e permanece ativo até ts (Agaisse & Lereclus,
1995). Apesar do promotor estar na posi¢do -558 (ponto de inicio da transcri¢do), o
mesmo assemelha-se a promotores reconhecidos pelo primeiro fator ¢* de célula

vegetativa (Agaisse & Lereclus, 1994)
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2.1.5.3 Estabilidade do mRNA

A estabilidade do RNA mensageiro dos genes cry ¢ outro fator responsavel pelos
altos niveis de sintese destes genes. Glatron & Rapoport (1972), relataram que a meia-
vida dos genes cry pode ser em torno de 10 min, sendo pelo menos cinco vezes maior
que a meia-vida do mRNA bacteriano em geral. Wong & Chang (1986), identificaram
um retro-regulador positivo (contendo seqiiéncias repetidas com orientacdo invertida —
inverted repeat) responsavel pelo aumento da meia-vida do seu transcrito e,
conseqiientemente, aumento da expressdo do gene cry. Este retro-regulador esta
localizado na extremidade 3’do mRNA do gene crylAda. A transcrigdo dessa regido leva
a formag@o de uma estrutura em alga que protege o mensageiro contra degradacdo por
exonucleases com atividade 3’>5’. Seqiiéncias terminadoras similares, potencialmente
capazes de formar estrutura em alca, sdo encontradas downstream de varios genes cry e
podem contribuir para o seu alto nivel de expressdo pela estabilizacdo do transcrito
(Schnepf et al., 1998).

A insercdo da regido 5’ndo-traduzida (nucleotideos -129 a -12) entre o promotor
de B. subtilis e o gene reporter lacZ aumentou cerca de 10 vezes tanto a estabilidade do
mRNA fusionado ao lacZ como também a sintese de P-galactosidase (Agaisse &
Lereclus, 1995; Schnepf er al, 1998). O provavel elemento estabilizador ¢ uma
seqiiéncia homdloga a seqiiéncia consenso Shine-Dalgarno (SD) e que esta presente na
extremidade 5°do mRNA de cry34. Essa estabilidade pode ser devida a interagdes da
seqiiéncia SD com a extremidade 3’do RNA ribossomal (rRNA) 16S. A ligacdo da
subunidade ribossomal 30S a seqiiéncia SD pode proteger o mRNA de ribonucleases
com atividade 5> > 3°. Seqiiéncias de SD presentes em outros genes da classe cry3,
cry3Ba, cry3Bb e cry3Ca sugerem que os correspondentes transcritos sdo estabilizados

por mecanismos semelhantes (Agaisse & Lereclus, 1995).
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2.1.6 Controle bioldgico utilizando B. thuringiensis

B. thuringiensis ¢ o principal agente do controle biolégico de insetos, sendo
responsavel por aproximadamente 1% do mercado mundial de inseticidas (Navon,
2000). Dentre os bioinseticidas utilizados, B. thuringiensis € responsavel por
aproximadamente 90% do faturamento mundial. A aplicacdo de B. thuringiensis é por
volta de 13.000 toneladas por ano, gerando um mercado anual de 60 a 90 milhdes de
dolares (Hansen & Salamitou, 2000; Gitahy ez al., 2006).

Essa bactéria ¢ considerada um agente seguro devido a sua alta especificidade
aos insetos-alvo, sendo indcuo aos mamiferos e vertebrados e por ndo poluir o meio
ambiente. Essas carateristicas influenciaram no desenvolvimento de uma formulagio de
bioinseticidas a base de B. thuringiensis (Whiteley & Schnepf, 1986; Vilarinhos et al.,
1998). A primeira formulagao foi produzida na Franga em 1938 e desde entdo mais de
100 formulagdes ja foram colocadas no mercado mundial (Polanczyk & Alves, 2003,
Polanczyk, 2004).

O bioinseticida a base de B. thuringiensis com maior aplicagdo é o Dipel®, a
base de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1. Essa estirpe foi selecionada para a
produgdo do bioinseticida porque apresentou toxicidade até 200 vezes superior as cepas
utilizadas nos outros produtos comerciais. O Dipel® ¢ altamente eficiente para mais de
170 lepidopteros-praga, sendo pouco toxico para insetos das ordens Coleoptera, Diptera
e Hymenoptera, e algumas espécies de acaros (Dulmage, 1970; Beegle & Yamamoto,

1992; Glare & O’Callagham, 2000).

Devido as vantagens do uso do B. thuringiensis como agente de controle
biologico, aumentaram nos Ultimos anos o nimero de estirpes isoladas e a busca por
outras cepas mais toxicas € crescente no mundo inteiro (Monnerat et al., 2001). A

preocupagdo em criar ¢ manter colegdes de B. thuringiensis ¢ importante para a
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caracterizacdo de novas §-endotoxinas que sejam eficazes contra diversas ordens de
insetos e também contra outros invertebrados, nematoides e protozoarios. Estima-se que
existam mais de 40.000 isolados de B. thuringiensis em colegdes espalhadas pelo

mundo (Miralles & Pérez, 2004).

Na década de 80, a manipulagdo genética se tornou uma importante ferramenta
molecular no estudo de combinagdes de proteinas toxicas de B. thuringiensis em um
unico produto (Navon, 2000). A capacidade de transferéncia de genes em B.
thuringiensis torna possivel o uso de proteinas recombinantes com melhores
caracteristicas permitindo melhorar a atividade, o rendimento e a estabilidade,
expressando varios genes de toxinas dessa bactéria, gerando novos produtos ativos. As
modificagdes genéticas obtidas em estirpes de B. thuringiensis sdo: cura plasmidial,
conjugacdo, transformagdo, recombinacdo e construgdes de proteinas hibridas (Navon,

2000; Céron, 2004).

Existem varios relatos de que combinagdes de proteinas exibem uma atividade
sinérgica contra pragas aumentando o espectro de acao (Crickmore et al., 1995; Lee et
al., 1996). Um dos exemplos dessa manipulagdo ¢ o produto Foil®, da cepa EG2424,
que produz as proteinas CrylAc e Cry3A exibindo toxicidade para lepiddpteros e

coledpteros (Gawron-Burke & Baum, 1991.).

Um outro processo que permitiu o controle de insetos-praga foi a inser¢do de
genes cry de B. thuringiensis em plantas (Adang et al., 1993). Gheysen et al. (1987),
foram os primeiros a relatar a introducdo de genes da 6-endotoxina em plantas de tabaco
produzindo grandes quantidades de proteinas para o controle de larvas de Manduca

sexta. Varios trabalhos demonstram a importancia das plantas transgénicas expressando
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genes de B. thuringiensis como ferramenta no manejo integrado de pragas (Vaeck et al.,

1987; Koziel et al., 1993; Pielcher et al., 1997; Kota et al., 1999).

O algodao Bt, ou seja, o algoddo geneticamente modificado que contém gene da
bactéria B. thuringiensis ja vem sendo comercializado em todo o mundo. Segundo a
Cotton Advisory Board (2008), na India houve um aumento de 50% no uso de algoddo

Bt, reduzindo dessa forma as aplicac¢des de inseticida.

Outra alternativa para o controle bioldgico, principalmente de pragas de dificil
controle, como ¢ o caso da Diatrea saccharalis, que se alimenta do tecido interno da
planta, € o uso de bactérias endofiticas transgénicas. Salles et al., (2000), relataram a
expressdo de gene cry34 em bactéria diazotrofica (Gluconoacetobacter diazotrophicus
BR11281 e Herbaspirillum seropedicae BR11335) que se mostraram eficientes vetores,
sendo capazes de colonizar endofiticamente os tecidos das plantas, permitindo controlar

as pragas que se alimentam dos tecidos internos.

A manipulagdo de genes cry oferece uma alternativa para melhorar a sua eficacia
e a persisténcia da proteina no meio ambiente, eliminando certas caracteristicas
indesejaveis dos cristais tais como rapida degradacdo quando expostos a radiacdo
ultravioleta, instabilidade na 4gua e a incapacidade no controle de insetos que se

alimentam do tecido interno da planta (Navon, 2000; Salles et al., 2000).

2.1.7 Proteinas das classes Cry2A e Cryll1A

As proteinas Cry codificadas pelos genes do grupo cry2 tém massa molecular

que pode variar de 65 a 71 kDa. Essas proteinas apresentam-se na forma de cristais
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cubdides em B. thuringiensis (Hofte & Whiteley, 1989). A proteina Cry2A pode ser
isolada das subespécies kurstaki, tolworthi, kenyae, aizawai e galleriae (Sasaki et al.,
1997) O gene cry24 ¢ formado por cinco subgrupos: cry24a (Donovan et al, 1989),
cry24b (Widner & Whiteley, 1989), cry2Ac (Wu et al, 1991), cry2A4d (Choi et al, 1999)
e cry2Ae (Baum et al, 2003).

As proteinas do grupo Cry2 sdo naturalmente truncadas e ndo apresentam as
caracteristicas do dominio conservado C-terminal, que ¢ encontrado nas proteinas de
130-140 kDa. Uma vez que a regido C-terminal esta associada a formacao do cristal,
varios estudos sugerem que essa proteina necessite de proteinas auxiliares para a
formagao do cristal (Crickmore et al., 1994; Staples et al., 2001).

Enquanto a maioria dos genes cry estd organizada como unidades
monocistronicas, os genes cry2A4a e cryl 1A apresentam-se na forma de operon (Baum
& Malvar, 1995). No operon do gene cry2A4a, encontram-se mais duas fases abertas de
leitura (ORF, do inglés: "open reading frame"), orfl e orf2. Sabe-se que a proteina
codificada pela orf2 pode atuar auxiliando na cristalizacdo da proteina Cry2Aa
(Crickmore & Ellar, 1992; Crickmore et al., 1994; Sasaki et al, 1997; Staples et
al.,2001). A delegdo do gene orf2 ocasiona reducdes drasticas na produgdo de Cry2Aa
em B. thuringiensis (Baum & Malvar, 1995).

A proteina Cry2Aa tem atividade toxica para Lepidoptera (Helicoverpa
armigera, Heliothis virescens, Lymantria dispar, Plutella xylostella, Spodoptera exigua
e Trichoplusia ni) e Diptera (Culex quinquefaciatus), enquanto as proteinas Cry2Ab e
Cry2Ac sao toxicas apenas contra Lepidoptera (Donovan et al., 1988; Moar et al., 1994;
Bravo, 2004).

O gene cryl 14 codifica uma proteina com massa molecular entre 65 €72 kDa e

estd localizado em um plasmideo de 72 MDa presente em B. thuringiensis subsp.
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israelensis (Donovan et al., 1988; Hofte & Whiteley, 1989; Krieger et al., 1999). A
toxina ¢ altamente toxica para insetos da ordem Diptera (Aedes, Culex e Anopheles)
(Hughes et al., 2005). Yamagiwa et al (2004), verificaram que a pro-toxina Cryl1A, de
aproximadamente 70 kDa, é processada em dois fragmentos 34 e 32 kDa por proteases
do intestino da larva. Os autores sugerem que a forma ativa da toxina ¢ um
heterodimero que consiste de dois fragmentos CryllA essenciais para determinar a
atividade inseticida. Acreditam ainda, que a remogao de nove aminoacidos da regido N-
terminal ¢ uma etapa importante para a ativagao da proteina (Bravo et al., 2007).

A proteina Cry11A, a exemplo do que ocorre com Cry2Aa, também necessita de
algumas proteinas acessorias que ajudem no processo de cristalizagdo. As proteinas P19
(19 kDa) e P20 (20 kDa), duas proteinas acessorias encontradas em B. thuringienis
subsp. israelensis (Bti), sdo codificadas pelo operon do gene cryllA, e proporcionam
uma maior eficiéncia na producdo de Cryl1A (Agaisse & Lereclus, 1995, Wu &
Federici, 1995; Shao & Yu, 2004). P20 foi inicialmente descoberta durante um estudo
de expressao do gene cytlA, mostrando ser eficiente para a produgdo de CytlA (Adams
et al., 1989, Visick & Whiteley, 1991). Acredita-se que ela atua como uma possivel

chaperona molecular durante a expressao dessas proteinas (Shao et al., 2001).

2.2 Baculovirus

Baculovirus sao virus especificos de artrépodes encontrados em varios
ambientes e tém sido isolados principalmente de insetos hospedeiros incluindo as
ordens Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera (Ribeiro et al, 1998; Adams &
McClintock, 1991; Castro et al., 1999; Jehle et al., 2006a; b). Eles sdo virus de DNA
com o genoma circular, dupla fita, supercoiled contendo entre 80 e 200 pkb, os

nucleocapsideos encontram-se na forma de bastdes, por isso 0 nome baculovirus é uma
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referéncia a forma do nucleocapsideo (Arif, 1986). Até o momento, os genomas de 29
espécies de baculovirus foram seqiienciados gerando um banco de dados com mais de
4.000 genes (Slack & Arif, 2007).

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e taxonomicamente sdo
subdivididos em dois gé€neros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV). Uma
das caracteristicas que diferencia esses géneros ¢ a composi¢do protéica e estrutura dos
seus corpos de oclusdo. O corpo de oclusdo do baculovirus do género
Nucleopolyhedrovirus ¢ denominado de poliedro constituido principalmente da proteina
poliedrina, enquanto que o do género Granulovirus é conhecido como granulo e é
composto pela proteina granulina (Ribeiro et al., 1998) (Figura 5).

Esses virus tém um grande potencial como agentes do controle biologico de
insetos-praga. Apresentam algumas vantagens como uma alta especificidade a uma ou
poucas espécies relacionadas e por apresentar-se na forma de corpos de oclusdo
protéicos que permite a formulagdo de biopesticidas de facil aplicagdo, representando

um agente seguro em relacdo aos inseticidas quimicos (Castro et al., 1999).
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Figura 5 — Estrutura do corpo de oclusdo de baculovirus. (A) Microscopia eletronica de
transmissdo (1 e 2) e varredura (3) dos corpos de oclusdo dos géneros Nucleopolyedrovirus e
Granulovirus denominados de poliedros e granulos, respectivamente (Adaptagdo de Ribeiro et
al., 1998); (B) Representacdo esquematica da organizagdo do poliedro mostrando os diferentes
fenétipos do baculovirus, o virus extracelular ou BV (budded virus) e o virus ocluido ou ODV
(occlusion-derived virus) que estd inserido no corpo de oclusio (Adaptagdo do site
www.aswers.com/topic/baculovirus).

2.2.1 Mecanismo de infec¢ao in vivo

A infeccdo inicia quando o inseto ingere os virus na sua forma ocluida (OBs -
poliedros ou granulos) que estdo presentes no meio ambiente. O pH altamente alcalino
(pH 9,5 a 11,5) presente no intestino do inseto ajuda a dissolver os OBs e as particulas
virais sdo liberadas. Essas particulas penetram por fusdo de membrana nas células
epiteliais do intestino médio do inseto dando inicio a infec¢do (Horton & Burand, 1993;
Ribeiro et al., 1998). Essa etapa da infec¢@o ¢ conhecida como infec¢do primaria e a
partir da replicagdo viral e saida de novas articulas virais ¢ estabelecida a infecgdo
secundaria que vai disseminar os virus para outros tecidos (Volkman ef al., 1990).

Quando o virus entra na célula, os nucleocapsideos sdo transportados ao ntcleo,
onde perdem sua capa protéica e liberam o DNA viral. Ap6s a entrada no nucleo, o

DNA viral € replicado, apresentando uma nova progénie de nucleocapsideos em 8 h.

30



Nesta fase, pode-se observar nucleo hipertrofiado e formacao do estroma virogénico. Os
nucleocapsideos atravessam a membrana nuclear e sdo entdo transportados para a regiao
basolateral das células do intestino médio sendo liberados para infectar tanto células da
traquéia quanto hemolinfa (Engelhard er al., 1994). Uma outra rota de infecgdo
sistémica, ocorre a partir da passagem direta das particulas virais pelas células do
epitélio intestinal e a infecgdo das células da traquéia e hemolinfa (Engelhard et al.,
1994; Barret et al., 1998).

As células infectadas produzem entre 12 e 24 h apos a infecgdo (p.i), um
fendtipo chamado de virus extracelular ou "budded virus" (BV). Estes BVs brotam da
membrana citoplasmatica da célula hospedeira para o meio extracelular, sendo
envelopados individualmente. Um segundo fendtipo, os ODVs (do inglés, "occluded
derived-virus"), é produzido mais tarde no nicleo e permanecem até a morte celular por
volta de 72 h.p.i. Estes ODVs estdo oclusos nos corpos de oclusdo (OBs) e adquirem o
envelope viral pela sintese de novo no niicleo da célula infectada (Granados &
Williams, 1986; Federici, 1997). Os BVs produzidos sdo responsaveis por propagar a
infecgdo de célula a célula e disseminar a infec¢do nos tecidos do inseto enquanto que
os OBs, contendo os ODVs, logo ap6s a morte do inseto, serdo liberados no meio
ambiente propagando a infec¢do para outros insetos (Ribeiro et al., 1998) (Figura 6).

A infecgdo em insetos da ordem Lepidoptera geralmente se espalha rapidamente
para outros tecidos a partir do sistema traqueal, levando a morte do inseto em poucos

dias. (Engelhard et al., 1994, Ribeiro et al., 1998).
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Figura 6 — Desenho esquematico mostrando o ciclo de infecgdo in vivo de um lepidoptero infectado com baculovirus. (A) Ingestdo de poliedros pela larva do
inseto e, apds ingestdo, estes seguem pelo trato digestivo; (B) dissolugdo pelo pH no intestino do inseto e liberagdo das particulas virais. Com a passagem pela
membrana peritrofica, o virus pode infectar células colunares (infecgdo primaria) e, em seguida, partir para outros tipos celulares, permitindo a disseminagio
do virus pela hemolinfa (infec¢do secundaria). (C) A infeccdo se espalha causando a morte da larva; (D) e ela se torna um “saco”de poliedros que, quando se
rompe, libera os poliedros no ambiente tornando-se fonte de infec¢do para outras larvas (E) (Barros, 2007).
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2.2.2 Baculovirus como vetor de expressio

Nos ultimos 25 anos, os baculovirus vém sendo bastante utilizados como vetores
de expressdo para a produgdo de proteinas heterdlogas em células de insetos (Smith et
al., 1983a; Luckow & Summers, 1988; O’Reilly et al., 1992).

O prototipo dos baculovirus ¢é o Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), isolado da lagarta 4. californica. Este virus pode ser
propagado facilmente em varias linhagens celulares derivadas de diferentes insetos,
como por exemplo, Spodoptera frugiperda e Trichoplusia ni (Possee, 1997).

O sistema de expressdo utilizando o baculovirus baseia-se na introdugdo do gene
exogeno no genoma de um baculovirus no local de um gene que ndo ¢ essencial para a
replicacdo. Essa expressdo geralmente ¢ dirigida por um promotor forte (por exemplo, o
promotor do gene da poliedrina, polh). Ao inativar o gene polh, seja por delecdo ou
inser¢do de uma seqiiéncia de DNA, o virus produzido serd capaz de se replicar
normalmente em células de inseto, contudo ndo havera mais a formagdo da forma
ocluida (OB ou poliedro), ja que a poliedrina ¢ a principal proteina do OB e ¢ codificada
por um gene nao-essencial. As células infectadas pelo virus, que ndo produz OB, sdo
facilmente localizadas por microscopia Optica, pela auséncia de OB intracelular
caracteristicos dos virus normais. A expressdo do gene da poliedrina é conduzida a
partir de um promotor forte, por volta de 70 h apos a infecgdo (p.i), produzindo uma
quantidade de poliedrina equivalente a 20-50% de toda a proteina produzida na célula
infectada. Por isso, o modelo mais simples de vetores para o sistema de expressao ¢ a
troca do gene da poliedrina por um gene heter6logo de interesse sob o controle do
promotor da poliedrina (Miller et al., 1983; Smith et al., 1983 a, b).

A tecnologia para a constru¢do de baculovirus vetores é feita com base em

plasmideos de transferéncia, inserindo uma seqiiéncia que codifica a proteina de
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interesse dentro do vetor de transferéncia (Miller et al., 1983; Jarvis, 1997). Esta
construcao pode ser feita por recombinagdo homologa ou por transposicao in vivo.

Para construir um baculovirus recombinante por recombinagdo homoéloga é
necessario um vetor de transferéncia que tenha um sitio de clonagem no qual sera
introduzido o gene exdgeno sob o comando de um promotor forte. Este cassete ¢
flanqueado por regides homoélogas as seqiiéncias do genoma viral onde ocorrerd a
recombinagdo. Apods a inser¢do do gene de interesse no vetor plasmidial, esse ¢
introduzido em células de inseto juntamente com o DNA viral, e através da
recombina¢do homdloga entre as seqiiéncias virais no vetor e no DNA viral, ocorre a
troca entre o gene viral ndo-essencial e o gene de interesse presente no vetor. A
freqiiéncia de recombinantes ¢ de aproximadamente 0,1% a 1% e a progénie €
selecionada por dilui¢do seriada em placas de 96 pogos ou ensaios em placa (do inglés,
"plaque assay"), os quais podem levar de 4 a 6 semanas. O clone recombinante ¢é
identificado por microscopia Optica através do fendtipo distinto (auséncia de OB) nas
células infectadas (O’Reilly ef al., 1992; Luckow et al., 1993).

Esforgos para eliminar a necessidade de selecdo por diluigdo em placa do virus
recombinante principalmente por causa do tempo para escolha dos clones, foi
desenvolvida uma metodologia por transposi¢do in vivo (Luckow et al., 1993, Kost et
al., 2005). Este método envolve a transposi¢do sitio especifica de um gene exodgeno de
um plasmideo doador para o genoma do baculovirus (bacmid), controlado pelo
promotor da poliedrina, e propagado em células de Escherichia coli DH10Bac™
(Invitrogen) (Luckow et al., 1993). Este método utiliza um vetor de transferéncia
pFastbac™ 1 (Invitrogen) e as células hospedeiras Escherichia coli DH10Bac™
possuem o genoma do baculovirus e um plasmideo “helper” confere resisténcia a

tetracilina e codifica uma transposase bacteriana que reconhece as seqiiéncias repetidas
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invertidas, que flanqueiam o gene exégeno, presentes no pFastbac'™ 1. Dessa forma,
ocorre a transposi¢do do cassete de expressao do gene heterdlogo para o bacmid dentro
do gene marcador lacZ, interrompendo a seqiiéncia codificadora da B-galactosidase,
facilitando a seleg@o dos clones com extragdo subseqiiente do DNA viral para realizar a
transfecgdo em células de inseto. Esse sistema ¢ comercializado como kit Bac-to-Bac®

pela empresa Invitrogen (Luckow et al., 1993) (Figura 7).

Figura 7 — Representagdo esquemadtica da construgdo de baculovirus recombinantes pelo
método de transposi¢do in vivo (Adaptacio do Kit Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
System).

A alta especificidade dos baculovirus representa uma grande vantagem para
utilizagdo dos mesmos como vetores de expressdo, uma vez que nido causam danos ao
homem. Outra caracteristica importante ¢ a inser¢ao de genes de interesse no genoma do
baculovirus sob o comando de promotores fortes que ajudam na expressdo elevada das

proteinas heterélogas, podendo co-expressar dois genes ou mais. Além disso, ¢

35



considerado um sistema de facil manipulacdo quando comparado a outros vetores de
expressdo (Castro et al., 1997; Ribeiro et al., 1998; Kost et al., 2005).

Com a finalidade de tentar aumentar a velocidade de a¢do bem como a
patogenicidade viral para larvas de insetos varios grupos t€ém inserido no genoma do
baculovirus genes cry na forma intacta, truncada ou fusionada a poliedrina, principal
proteina produzida pelo baculovirus (Merryweather et al., 1990; Pang et al., 1992;
Ribeiro & Crook, 1993, 1998; Martens et al., 1995; Chang et al., 2003; Martins, 2005,
2008; Aguiar, 2006, 2007; Corréa, 2007). O uso de baculovirus como vetor de
expressdo permite estudar proteinas Cry isoladamente, ou em associagdo com outras
proteinas, podendo contribuir para o desenvolvimento de bioinseticidas mais potentes e

menos suscetiveis ao aparecimento de resisténcia nos insetos-alvo.
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3. Objetivos:

3.1 Geral

Estudar a expressdo de toxinas Cry em células de inseto utilizando o baculovirus
como vetor de expressdo, além de avaliar a toxicidade das proteinas heterdlogas contra

larvas de Lepidoptera e Diptera.

3.2 Especificos

* Amplificar por reagdo de polimerase em cadeia (PCR) os genes cry24a e cryl 14
de cepas de B. thuringiensis, clonar no vetor p-GEM- T Easy e sequenciar;

* Clonar os genes de interesse no vetor de transferéncia;

* Construir os baculovirus recombinantes vAcCry2Aa e vAcCry11A,;

* Analisar a expressao das proteinas heterologas Cry2Aa e Cryl1A por SDS-
PAGE;

* Avaliar a influéncia das proteinas acessorias (ORF2 e P20) na expressdo das
proteinas Cry2Aa e Cryl1A por SDS-PAGE;

* Analisar a morfologia dos cristais das proteinas Cry2Aa e Cryl1A por
microscopia eletronica de varredura;

* Avaliar a atividade toxica das proteinas Cry2Aa e Cryl1A para larvas de

Lepidoptera e Diptera, respectivamente.
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4. Material e Métodos

4.1 Células e virus

Células de Trichoplusia ni (BTI-TnSB1-4) (Granados et al, 1994) e S.
frugiperda (IPLB-Sf21-AE, Vaughn et al., 1977), foram mantidas a 27 °C em meio
TC100 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-BRL) e serviram de
hospedeiras para replicacdo do virus selvagem AcMNPV e dos virus recombinantes
vAcCry2Aa e vAcCryl 1A (deste trabalho).

As estirpes de B. thuringiensis subsp. kurstaki S447 e B. thuringiensis subsp.
israelensis S1806 pertencentes ao Banco de Bacillus da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia foram utilizadas como fonte dos genes cry2da e cryllA,
respectivamente.

Células de E. coli DH5-a™ (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras para os
plasmideos usados no trabalho: pGemcry24a, pGemcryl 1A, pFastcry2Aa, pFastcryl 1A.

Células de E. coli DH10Bac (Invitrogen) foram utilizadas para a constru¢do dos

baculovirus recombinantes.

4.2 Extracio DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina conforme descrito por Sambrook
et al.(1989). Brevemente, duas culturas de cada estirpe S447 e S1806 de B.
thuringiensis foram crescidas em 5 mL de meio LB (NaCl 10 g/L, Peptona 10 g/L,
extrato de levedura 5 g/L), sob agitacdo de 200 rpm a 28 °C. As células foram
centrifugadas a 6.000 rpm em uma microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, por 10
min, a 4 °C e cada precipitado foi ressuspendido em 300 pL da solugdo TES (Tris-HCI

20 mM pH 8.0, EDTA 5 mM, sacarose 20%) contendo 4 mg/mL de lisozima (preparada
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na hora do uso) e incubado a 37 °C por 1 h para obtengao de 10 a 50% de protoplasto. A
formagdo dessas estruturas foi monitorada por microscopia dptica. Apds esse tempo,
foram adicionados 200 pL da solu¢do de NaOH 0,2M/SDS 0,1%. As amostras foram
homogeneizadas gentilmente ¢ mantidas a temperatura ambiente por 5 min. Foram
adicionados 200 pL de acetato de potassio 5 M, pH 5,5, e as amostras homogeneizadas
e mantidas no gelo por 15 min. Apds a centrifugacdo, a 10.000 rpm em uma
microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, por 20 min, o sobrenadante foi transferido
para outro tubo e adicionado 0,6 V de isopropanol, sendo a mistura incubada por 1 h a -
20 °C. Em seguida, foi novamente centrifugado a 10.000 rpm em uma microcentrifuga
Eppendorf, modelo 5415C, por 20 min, o “pellet” lavado com etanol 70% e seco a
temperatura ambiente até completa evaporagdo do etanol. O precipitado foi

ressuspendido em 70 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pHS8.0; EDTA 1mM).

4.3 Amplificac¢io, clonagem e seqiienciamento dos genes cry24a e cryl1A.

Os genes cry2Aa e cryl 1A obtidos das cepas de B. thuringiensis subsp. kurstaki
S447 e B. thuringiensis subsp. israelensis S1806, respectivamente, foram amplificados
por reagdo de PCR utilizando 50 ng DNA plasmidial, 1X tampdo, 1U Taq DNA
polimerase (Phoneutria), 0,4 mM MgCL, 04 uM dNTP, 04 pM de cada
oligonucleotideo (cry2AaForward, cry2AaReverse, cryl 1AForward e cryl1AReverse)
(Tabela 2), contendo no inicio da sua seqiiéncia o sitio da enzima de restrigdo BamHI,
para um volume total de 25 puL. As etapas de amplificagdo foram 1 ciclo a 95°C/2 min,
31 ciclos 95°C/1 min, 52°C/1min e 30s, 72°C/1 min; 1 ciclo 72°C/lmin. Os fragmentos
obtidos foram clonados no vetor pGem®-T easy (Promega), seguindo as instrugdes do
fabricante. A ligagdo foi utilizada para transformar a bactéria E. coli DH5a (Invitrogen)

e o DNA dos plasmideos recombinantes pGemcry2Aa e pGemcryllA foram
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purificados utilizando o kit de purificagio de DNA Wizard®Plus SV minipreps
(Promega) e seqiienciados no aparelho 377-Applied Biosystem na plataforma de
sequenciamento da Universidade Catolica de Brasilia com oligonucleotideos universais
(SP6 e T7) que se anelam nas regides flanqueadoras do sitio multiplo de clonagem do
plasmideo pGem-T easy (Promega). Os oligonucleotideos utilizados para completar o
sequenciamento dos genes cry foram obtidos a partir de oligonucleotideos desenhados
para as regides internas dos genes (Tabela 2). A analise da seqiiéncia foi feita
utilizando-se os programas BLAST e ORF finder, disponiveis no site
www.ncbi.nlm.nih.gov.

Tabela 2 — Lista dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho

Oligonucleotideo Seqiiéncia (5> 3°) Utilidade
cry2AaForward GGGATCCATGAATAATGTATTGAATAGTGGAAG PCR/Seqiienciamento
cry2AaReverse GGGATCCTTAATAAAGTGGTGGAAGATTAGTTGGC PCR/Seqiienciamento

cry2Aa408F CCCTACTCAAAACCCTGTTC Seqiienciamento
cry2Aal449R GTACCATTTTCATTAG Seqiienciamento
cry2AaintFw GAATATGGTATCCATTTGGTC RT-PCR/Seqiienciamento
cry2AaintRev ATTCGTAGAGGTAGCAACGCC Seqiienciamento
cryl 1 AForward CAGGATCCATGAATTATATGGAAGAT PCR/Seqiienciamento

cryl1AReverse

CAGGATCCCTACTTTAGTAACGGATT

cryl1AintFow CGGAATCCTAGCAGGGAGTGCAT
cryl1AintRev GCAGAGCAGGAATTACATAACTATC
cryl 1AF890 TTCACTAATGAACCAGCTGA
cryl1AR1763 ACCCATTCTGGATTAGCATT
SP6 GTAAAACGACGGCCAGT
T7 GGAAACAGCTATGACCATG
T1 CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT
T2 CCTGCAGGATCCTTAGGTT

PCR/Seqiienciamento
RT-PCR/Seqiienciamento
Seqiienciamento
Seqiienciamento
Seqiienciamento
Seqiienciamento
Seqiienciamento
Sintese cDNA

Sintese cDNA/RT-PCR
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4.4 Construcio dos vetores de transferéncia

Um pg de cada um dos plasmideos pGemcry2Aa e pGemeryllA foi digerido
com 1 U da enzima de restricio BamHI (Promega) de acordo com instru¢des do
fabricante, em seguida, os fragmentos obtidos foram separados em gel de agarose 0,8%.
Os fragmentos correspondentes aos genes cry foram eluidos e purificados do gel usando
kit Purelink gel extraction (Invitrogen). Os genes cry24a e cryllA4 foram clonados no
vetor de transferéncia pFastbacl® (Invitrogen), digerido previamente com BamHI,
conforme instrugdes do fabricante, dando origem aos plasmideos pFastcry2Aa e
pFastcryl1A. Para confirmar a orientagdo correta dos genes foram realizados ensaios de
restri¢cdo enzimatica com os novos plasmideos pFastcry2Aa e pFasteryl1A utilizando as

enzimas Bg/Il e EcoRI (Promega), respectivamente.

4.5 Construcio e isolamento dos virus recombinantes

Um pg de cada um dos plasmideos recombinantes pFastcry2Aa, pFastcryl1A foi

transformado em E.coli DHI0Bac ™

(Invitrogen) por choque térmico, seguindo as
instrugdes do kit Bac-to-Bac (Invitrogen). Dentro da bactéria ocorre transposigao sitio-
especifica da regido contendo o gene de interesse sob o comando do promotor da
poliedrina para o locus do gene da poliedrina que possui o sitio de inser¢do. As células
foram incubadas em placa de Petri contendo tetraciclina (10 pg/mL), canamicina (50
pg/mL), gentamicina (7 pg/mL), IPTG (40 pg/mL) e X-gal (100 pg/mL) a 37°C por 48
h e os clones positivos selecionados por apresentarem coloragdo branca devido a
interrupg@o do gene lac Z pelo gene cry2Aa ou cryllA. Coldnias brancas contendo o
possivel bacmideo recombinante foram isoladas, amplificadas e o DNA extraido,

seguindo as instrugdes do kit bac-to-bac (Invitrogen). A confirmagdo da inser¢do dos

cassetes génicos no genoma do bacmideo foi feita por PCR com oligonucleotideos
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especificos (cry2AaForward, cry2AaReverse, cryllAForward e cryllAReverse),
conforme instrug¢des do kit Bac-to-Bac (Invitrogen). Um pug de DNA dos bacmideos foi
diluido em 500 pL de meio de cultura TC-100 sem soro em uma placa de 35 mm. A
mesma dilui¢do foi realizada com 10 pL de lipofectina (Cellfectin®, Invitrogen). As
dilui¢des foram misturadas e incubadas por 15 min a temperatura ambiente. O meio de
cultura das placas de células de BTI-Tn5B1-4 foi, posteriormente, substituido por um
mililitro da mistura de DNA/lipofectina possibilitando a cobertura da monocamada de
células. A placa foi incubada por 3 h a temperatura ambiente. Apods esse periodo, foi
adicionado a placa 1,5 mL de meio de cultura TC-100 contendo 10% de soro fetal
bovino e as células incubadas a 27°C por sete dias. Apds este tempo, os sobrenadantes
das placas foram utilizados para amplificar os virus em novas placas de 100 mm
contendo, em cada uma, células BTI- Tn5B1-4 (5 x 10° células). A infecgdo das células
foi observada por microscopia de luz invertida (Axiovert 100, Zeiss). O DNA de ambos
os virus foi purificado (O’ Reilly ef al., 1992) e utilizado em uma reacdo de PCR para
confirmar a presenca dos genes heter6logos usando oligonucleotideos especificos (para
o gene cry2Aa foram utilizados os primers cry2AaForward e cry2AaReverse e para o
gene cryllA os primers crylAForward e cryl1AReverse, citados anteriormente na

tabela 2).

4.6 Analise transcricional dos genes cry expressos em células de inseto

A extragdo do RNA total foi realizada a partir de 5 x 10° células BTI-Tn5B1-4
infectadas com 10 pfu/célula dos virus recombinantes vAcCry2Aa e vAcCryllA. A
extragdo foi realizada 72 h.p.i utilizando o reagente Trizol®, seguindo instru¢des do

fabricante (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado usando um primer especifico T1 (5°-

CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT — 3°) na concentragdo de 0,4
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uM e o kit M-MLV-RT (Invitrogen), seguindo as intru¢des do fornecedor. Em seguida,
foi feita uma reagdo de PCR para amplificar o cDNA correspondente aos mRNAs dos
genes estudados, utilizando os 10 uM dos primers especificos para o gene cry24a
(cry2AaintFw 5>-GAATATGGTATCCATTTGGTC — 3) e o primer reverso T2 ( 5°-
CCTGCAGGATCCTTAGGTT - 3°). O primer cry2AaintFw anela entre os
nucleotideos 762 a 783 depois do codon de iniciagdo do gene cry24a e
cryl1AintForward do 507 ao 529 do gene cryllA, enquanto a seqiiéncia T2 ¢ idéntica
aos 19 nucleotideos do primer T1 (Rodrigues et al., 2001). Foram adicionados a reagao,
10 mM de dANTP, 0,4 uM de MgCl,, 1U da enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria) e
tampdo 1X da enzima. As etapas de amplificagdo foram 1 ciclo a 95°C/2 min, 31 ciclos
95°C/1 min, 51°C/1 min e 30s, 72°C/1 min; 1 ciclo 72°C/lmin. Os produtos foram
analisados em gel de agarose 0,8% e as bandas correspondentes aos genes estudados
foram eluidas do gel utilizando o kit Purelink gel extraction (Invitrogen). A confirmagao
dos resultados foi feita por uma outra reagdo de PCR utilizando as mesmas condigdes

citadas anteriormente.

4.7 Analise da expressio das proteinas heterélogas em cultura de células e em

lagartas de terceiro instar de S. frugiperda

Células BTI-Tn5B1-4 (5 x 10° células) foram infectadas com 10 pfu/célula dos
virus recombinantes e observadas por microscopia otica ao longo da infecgdo até 120 h
p-i. Apos esse periodo, os sedimentos foram coletados por centrifugacdo a 4.000 rpm
em um centrifuga Beckman — modelo J2MI, rotor JA-14, por 10 min e ressuspendidos
em 100 uL de PBS (136 mM NaCl, 1,4 mM KHPO4, 2,6 mM KCI, 8§ mM,

Na,HPO,4.2H,0, pH 7.4) e armazenados a -80°C.
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Trezentas larvas (para cada virus) de terceiro instar de S. frugiperda foram
infectadas com uma inje¢do de 15 pl do estoque viral (10° pfu/mL AcMNPV,
vAcCry2Aa e vAcCryl1A). A 120 h p.i,, as lagartas foram coletadas ¢ maceradas em
um mililitro de agua para cada 10 larvas. Os homogeneizados foram filtrados em 13 de
vidro e centrifugados a 7.000 rpm (centrifuga Beckman — modelo J2MI, rotor JA-14)
por 10 min. O sobrenadante de cada amostra foi descartado, os sedimentos foram
ressuspendidos em solugdo contendo 0.5% de SDS e novamente centrifugado. Os
sobrenadantes foram novamente descartados e os “pellets” ressuspendidos em solugao
contendo 0.5 M de NaCl e centrifugado a 7.000 rpm (centrifuga Beckman — modelo
J2MI, rotor JA-14) por 10 min. Os “pellets” foram ressuspendidos em solugdo
contendo 100 mM de EDTA, 40 mM de EGTA e 1 mM de PMSF. 10 pL das amostras
foram misturadas ao tampdo de amostra 2X (50% B-mercaptoetanol, 4% SDS, 20%
glicerol, 125 mM Tris-HCI pH 6.7, 0.002% azul de bromofenol) em seguida incubadas
a 100 °C por 5 min. Posteriormente, as amostras foram analisadas em gel de SDS-PAGE
a 12% (Mini-Protean II, Bio-Rad)(Laemmli, 1970) e a quantificagdo da proteina foi
realizada pelo programa Image Phoretix 2D (Pharmacia) pertencente ao Laboratorio de
Bioquimica da Universidade de Brasilia. As amostras dos extratos das larvas foram

armazenadas a -80 °C.

4.8 Anailise da interacdo entre as proteinas Cry2Aa e Cryl1A com as proteinas

acessorias ORF2 e P20.

Para determinar a interagdo entre as proteinas Cry com as proteinas acessorias
foram utilizados os virus recombinantes VACORF2 e vAcP20 (construidos pelo sistema
bac-to-bac e gentilmente cedidos por Raimundo Wagner de Souza Aguiar). Esses virus
foram utilizados para infectar 10° células IPLB-Sf21-AE, juntamente com os virus

vAcCry2Aa e vAcCryl1A (10 pfu/célula de cada virus). Foram infectadas placas com
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0s virus vAcCry2Aa, vAcCry2Aa+vAcORF2, vAcCry2Aa+vAcP20,
vAcCry2Aa+vAcORF2 + vAcP20, outras duas placas com os virus vAcCryllA e
vAcCryl1A+vAcP20, respectivamente. As placas foram incubadas a 27°C e as células
coletadas a 96 h.p.i. foram centrifugadas a 4.000 rpm (Beckman — modelo J2MI, rotor
JA-14) por 10 min e ressuspendidos em 300 uL de PBS .. 15 uL de cada amostra foram
analisados em SDS-PAGE 12% (Mini-Protean II, Bio-Rad)(Laemmli, 1970) ¢ a
concentragdo da proteina total de cada amostra foi determinada pelo kit de Bradford
(Biorad-Laboratories).

Em seguida, outra analise foi realizada por SDS-PAGE 10% utilizando 30 pg de
cada amostra para avaliar se houve aumento da expressdo das proteinas Cry2Aa e

Cryl1A quando associadas com as proteinas acessorias.

4.9 Bioensaios

Para se determinar a concentragdo letal necessaria para matar 50% (CLs) das
larvas, foram realizados bioensaios para larvas de segundo instar de 4. gemmatalis, S.
frugiperda, A. aegypti e Culex quinquefasciatus adicionando diferentes concentragdes
da proteina heterdloga Cry2Aa (30, 20, 15, 10, 5 e 1 pg/mL). A proteina heter6loga
Cryl1A por apresentar atividade conhecida para dipteros foi testada apenas para larvas
de segundo instar de A. aegypti e Culex quinquefasciatus com as concentragdes 300,
240, 190, 150, 90, 60 e 30 ng/mL . Para ambas as proteinas, foram utilizadas trés
repeticdes de cada dose e um controle negativo sem adigdo da proteina.

Os testes para larvas de lepiddpteros foram realizados distribuindo 35 pL de
cada uma das concentragdes da proteina sobre a dieta em 24 pogos de placas de cultivo
de célula. A proteina foi absorvida pela dieta ¢ em seguida uma larva de segundo instar
foi colocada em cada pogo. O bioensaio foi mantido em cdmara de incubagdo fotofase

14/10 h. A primeira leitura foi efetuada com 48 h apds o inicio do ensaio e as lagartas
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foram transferidas para copos de plastico de 50 mL, contendo a dieta sem a proteina, e
realizada a primeira leitura. A 120 h apods a troca, foi realizada a tultima leitura
(Monnerat et al., 2001; Silva-Werneck & Monnerat, 2001). Os ensaios foram estimados
pela analise de probit (Finney, 1991) e a CLs, foi determinada. Foram utilizadas como
controle positivo, as proteinas Cry de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 diluidas
(10" a 10™%), partindo da dose de 20 pg/mL .

Os bioensaios realizados com larvas de segundo instar de 4. aegypti foram
realizados utilizando as proteinas heter6logas Cry2Aa e Cryl1A. Cada dose foi aplicada
em um copo de plasticos de 200 mL contendo 100 mL de dgua e 25 larvas do mosquito.
Os experimentos foram mantidos em camara de incubagdo fotofase 14/10 h. A leitura
foi realizada com 24 h e os dados coletados foram analisados pela analise de probit para
determinar a CLsy. Foram utilizadas como controle positivo, as proteinas Cry de B.
thuringiensis subsp. israelensis (Bti) IPS82 nas concentragoes 10, 8, 6, 4, 2, 1 ¢ 0.5

ng/mL.

4.10 Analise estrutural e ultraestrutural das possiveis proteinas Cry2Aa

4.10.1 Microscopia eletronica de Varredura

A analise microscopica foi feita com a proteina heteréloga Cry2Aa. O extrato de
lagartas infectadas com o virus vAcCry2Aa foi obtido conforme descrito no item 4.7. A
amostra foi aplicada em um gradiente de sacarose contendo solugdes de 84%, 79%,
72% e 67% em seguida foi submetida a centrifugagdo por 1 h a 24.000 rpm (centrifuga
Beckman — modelo J2MI, rotor JA-14). As duas bandas superiores correspondentes a
proteina Cry2Aa foram coletadas e lavadas com Triton X-100 a 1% (Sigma). Trés

centrifuga¢des foram realizadas, sendo as amostras ressuspendidas em solugao de Triton
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X-100 a 1% previamente as centrifugagdes. Os cristais foram lavados duas vezes com
PMSF a 1 mM (Bravo et al., 2001). 100 uL da amostra foram centrifugados a 10.000
rpm (centrifuga Eppendorf- modelo 5415C) por 1 min, o sedimento aplicado sobre
suportes metalicos e cobertos com ouro por 180 s (metalizador Emitech modelo K550).
As amostras foram observadas em microscopio eletronico de varredura Zeiss DSM962 a

10-Kv.
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5 - Resultados

5.1 Amplificacio, clonagem e seqiienciamento dos genes cry2A4a e cryll1A

Neste trabalho, foram amplificados, por PCR, fragmentos de DNA com
aproximadamente 1.900 pb correspondentes aos genes cry24a, da estirpe de B.
thuringiensis subsp. kurstaki S447, e cryllA, da estirpe de B. thuringiensis subsp.
israelensis S1806, pertencentes ao Banco de Bacillus da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Os mesmos foram clonados no vetor pGem®-T easy, gerando os
plasmideos pGemcry2Aa (4.933 pb) e pGemcryllA (4.974 pb) (Figura 8). A
confirmagdo da clonagem foi feita por restricdo enzimatica com a enzima BamHI
(Figura 9). A andlise do sequenciamento revelou que os genes cry24a e cryllA
possuem ORFs de 1.902 pb e 1.947 pb, respectivamente, codificando possiveis
proteinas de 633 e 646 aminoacidos. A analise de BLAST das seqiiéncias de
nucleotideos do gene cry24a, da cepa brasileira de B. thuringiensis subsp. kurstaki
S447, mostrou que este gene ¢ praticamente idéntico ao gene cry24a descrito por
Donovan et al. (1989) (Genebank = M31738), possuindo apenas uma base nucleotidica
diferente na posi¢ao 576 (mudancga de t para c) (Figura 10). Entretanto, essa diferenca
ndo modificou o cédon para o aminoacido 192 (isoleucina, att para atc). O mesmo foi
observado para o gene cryllA, possuindo 100% de identidade com o gene cryli4

descrito por Berry et al. (2002) (Genebank = AL731825). (Figura 11).
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Figura 8 — Mapa dos plasmideos (A) pGemcry2Aa e (B) pGemcryllA. Os sitios de algumas
enzimas de restri¢do sdo mostrados na figura. ampR representa o gene da beta-lactamase, que
confere resisténcia a ampicilina. A posi¢do e diregdo dos genes cry24a e cryllA estdo indicadas
na figura. Mapas construidos com o auxilio do programa Vector NTI da companhia Invitrogen.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% de fragmentos de DNA contendo os genes
cry24a (A) e cryllA (B). Gel A Pogo 1- 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen), 2- produto de
amplificagdo por PCR do gene cry24a de Btk S447, 3- DNA do plasmideo pGemcry2Aa
intacto, 4- fragmentos de DNA derivados da digestdo do pGemcry2Aa com BamHI; Gel B Pogo
1- 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen), 2- produto de amplificagdo do gene cryllA4 de Bti S1806,
3- plasmideo pGemecry11A intacto, 4- digestdo do pGemcryl1A com BamHI.
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cry2RaForward -

1 atgaataatgtattgaatagtggaagaaJgéctatttgtgatgcgtataatgtagtagcccatgatccatttagttttgaacataaatcattagataccatccaaaaagaatggatggag
M N NV L NS G R T T I CDAYNV V A HD P F S F E HIK S L DT I Q K E W M E

121 tggaaaagaacagatcatagtttatatgtagctcctgtagtcggaactgtgtctagttttttgctaaagaaagtggggagtcttattggaaaaaggatattgagtgaattatgggggata
w K R T b H S L Y V A P V V G TV S S F L L K K Vv G s L I G K R I L s E L W G I

241 atatttcctagtggtagtacaaatctaatgcaagatattttaagggagacagaacaattcctaaatcaaagacttaatacagatacccttgctcgtgtaaatgcagaattgatagggecte
1 ¥ P S G s TNILMOQ DI L R E T EQ F L N Q R L N TDTLAIRV NAIELI G L

Cry2A408F

360 caagcgaatataagggagtttaatcaacaagtagataattttttaaaccctactcaaaaccctgtfcctttatcaataacttcttcggttaatacaatgcagcaattatttctaaataga
Q A N I R E F NOQ QV DNPFF L NP T QN PV P L S I T s S VN TMOQQ L F L N R

480 ttaccccagttccagatacaaggataccagttgttattattacctttatttgcacaggcagccaatatgecatctttettttattagagatgttatecttaatgcagatgaatggggtatt
L P Q F ¢ I 9 G ¥ @Q L L L L P L F A QA ANM®HBUL s F I R DV I L NADE W G I

600 tcagcagcaacattacgtacgtatcgagattacctgagaaattatacaagagattattctaattattgtataaatacgtatcaaactgcgtttagagggttaaacacccgtttacacgat
s A A T L R T Y R D Y L RN Y TRD Y S N Y CTINT Y Q T A FIR G L N T R L H D

Cry2AintFw »

720 atgttagaatttagaacatatatgtttttaaatgtatttgaatatgtatccatttggtégitgtttaaatatcagagtcttatggtatcttctggcgctaatttatatqctagcgqtagt
M L E F R T Y M F L NV F E Y V s I WS L F K Y Q S L MV S S G AN L Y A S G S

840 ggaccacagcagacacaatcatttacagcacaaaactggccatttttatattctcttttccaagttaattcgaattatatattatctggtattagtggtactaggetttctattacctte
G P Q QT @ S F T A QNW P F L Y S L F Q VN SN Y I L s GG I S GG T RL S I T F

960 cctaatattggtggtttaccgggtagtactacaactcattcattgaatagtgccagggttaattatagecggaggagtttcatctggtctcataggggecgactaatctcaatcacaacttt
p N I G G L P G SsSs T T T H S L N S ARV NY S GG GV s s G L I GA TN L N H N F

cry2AaintRev

1080 aattgcagcacggtcctccctectttatcaacaccatttgttagaagttggectggattcaggtacagatcgagdgggegttgetacctetacgaattggcagacagaatectttcaaaca
N ¢ s T v L P P L S T P F VR S W L D S G T DI RE GV A T S TN W Q T E S F Q T

1200 actttaagtttaaggtgtggtgctttttcagcccgtggaaattcaaactatttcccagattattttatcecgtaatatttectggggttectttagttattagaaacgaagatctaacaaga
T LS L R C G A F S A RGN S N Y F P DY F I R N I S GV P L V I R N E D L T R

1320 ccgttacactataaccaaataagaaatatagaaagtccttcgggaacacctggtggagcacgggectatttggtatctgtgcataacagaaaaaataatatctatgecgectaatgaaaat
P L H Y N Q I R NI E S P S G T P G GA AR AY LV S V HNIRI KNDNNTI Y A A N E N

cry2Ral449R

1440 gstactatgatccatttggcgccagaagattatacaggatttactatatcgccaatacatgccactcaagtgaataatcaaactcgaacatttatttctgaaaaatttggaaatcaaggt

G T M I H L A P E DY T G F T I S P I H AT Q V NN QT R T F I S E K F G N Q G
1560 gattccttaagatttgaacaaagcaacacgacagctcgttatacgcttagagggaatggaaatagttacaatctttatttaagagtatcttcaataggaaattcaactattcgagttact

D s L R F E Q S N T TAUR Y TULRGNGNS Y N LY L RV S s I G N s T I R V T
1680 ataaacggtagagtttatactgtttcaaatgttaataccactacaaataacgatggagttaatgataatggagctegtttttcagatattaatatcggtaatatagtagcaagtgataat

I ~N G R VY TV S N VN T T TNNDGVNDNGA AR F s DI NI G NI V A S D N
Cry2RaReverse

dl
1800 actaatgtaacgctagatataaatgtgacattaaactccggtactccatttgatctcatgaatattath%tgtgccaactaatcttccaccactttattaa 1902
T NV T L D I NV T LN S G TP F DL MNTIMU FV P TN L P P L Y *

Figura 10. Seqiiéncia de nucleotideos do gene cry24a (1.902 pKb) e de amino acidos da proteina Cry2Aa (633 aa) de B. thuringiensis subsp. kurstaki
S447. Seqiiéncias realcadas em cinza correspondem as regides de anelamento dos oligonucleotideos usados para amplificacio e sequenciamento do
gene. Os nomes dos oligos estio do acima da seqiiéncia de nucleotideos e do lado de setas, que indicdo a dire¢do 5°> 3’ de cada oligonucleotideo A Os
sitios de inicio (afg) e término da traducao (faa) estao indicados na figura. A base realcada em amarelo indica a tinica diferenca da seqiiéncia do gene
cry2Aa descrito neste trabalho com o gene cry24a descrito por Donovan et al. (1989) (Genebank = M31738).
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cryllAForward
1 atgaattatatggaagata;{hctttagatactttaagtatagttaatgaaacagactttccattatataataattataccgaacctactattgcqccagcattaatagcagtaqctccc
M N Y M EE D S S L DT L S I VN E T D F P L Y NN Y T E P T TI A P A L I A V A P
120 atcgcacaatatcttgcaacagctatagggaaatgggcggcaaaggcagcattttcaaaagtactatcacttatattcccaggttctcaacctgctactatggaaaaagttcgtacagaa
I A Q Yy L A TATI GK WA AI KA AAUF S K VL s L I F P G S Q P A T ME K V R T E
240 gtggaaacacttataaatcaaaaattaagccaagatcgagtcaatatattaaacgcagaatatagggggattattgaggttagtgatgtatttgatgegtatattaaacaaccaggtttt
v E T L I N Q K L S 9 DR VN ILNA AIEYURGTI I EV S DV F DAY I K Q P G F
360 acccctgcaacagccaagggttattttctaaatctaagtggtgctataatacaacgattacctcaatttgaggttcaaacatatgaaggagtatctatagcactttttactcaaatgtgt
T P A T A K G Y PF L NL S G A I I Q R L P Q F E V QT Y E GV S I A L F T Q M C
CryllAintFow
480 acacttcatttaactttattaaaagacggaatcctagcagggagtgcatdgggatttactcaagctgatgtagattcatttataaaattatttaatcaaaaagtattagattacaggacc
T L H L T L L K D G I L A G S A W G F T Q A DV D s F I K L F N Q K V L D Y R T
600 agattaatgagaatgtacacagaagagttcggaagattgtgtaaagtcagtcttaaagatggattgacgttccggaatatgtgtaatttatatgtgttteccatttgetgaagectggtet
R L M R M Yy T EE F G R L CK V s L K D G L TVFRNMTCNULY V F P F A E A W S
720 ttaatgagatatgaaggattaaaattacaaagctctctatcattatgggattatgttggtgtctcaattcctgtaaattataatgaatggggaggactagtttataagttattaatgggg
L M R Y E GL K L @ s s L s L w DY VvV GV s I p VvV NYNEWG G UL V Y KL L M G
cryllAF890
840 gaagttaatcaaagattaacaactgttaaatttaattattctttcactaatgaaccagctgatataccagcaagagaaaatattcgtggcgtccatcctatatacgatcctagttctggg
E v N QR L T TV K F NY S F TN EPADTI PAIRENTIWRGV H?PTI Y D P S S G
960 cttacaggatggataggaaacggaagaacaaacaattttaattttgctgataacaatggcaatgaaattatggaagttagaacacaaactttttatcaaaatccaaataatgagcctata
L T 6 w I G N GR TNNFNF A DNNGNEETIMEV R T QT F Y Q N P NN E P I
1080 gcgcctagagatattataaatcaaattttaactgcgccagcaccagcagacctattttttaaaaatgcagatataaatgtaaagttcacacagtggtttcagtctactctatatgggtgg
A P R D I I N QI L T A UPA AP ADTLF¥F F K NADINV K F T QW F Q S T L Y G W
1200 aacattaaactcggtacacaaacggttttaagtagtagaaccggaacaataccaccaaattatttagcatatgatggatattatattcgtgectatttcagecttgecccaagaggagtctca
N I K L 6 T T Vv L S s R T GT I P P N Y L A Y D G Y Y I R A I S A C P R G V 8
1320 cttgcatataatcacgatcttacaacactaacatataatagaatagagtatgattcacctactacagaaaatattattgtagggtttgcaccagataatactaaggacttttattctaaa
L A Y NUHD UL T TUL T Y N RTIEY D S P TTENTI I V G F A P DNTK D F Y S K
P cryllAintRev
1440 aaatctcactatttaagtgaaacgaa{Eﬁtagttatgtaattcctgctctgcaatttgctgaagtttcagatagatcatttttagaagatacgccagatcaagcaacagacggcagtatt
K s H Y L s E T N~ND S Y Vv I P AL Q F A EV S DU R S F L E DT P D QA T D G S I
1560 aaatttgcacgtactttcattagtaatgaagctaagtactctattagactaaacaccgggtttaatacggcaactagatataaattaattatcagggtaagagtaccttatcgettacct
K F AR TVF I S NEAIKY S I R L N T G VF N T AT R Y KL I I RV RV P Y R L P
cryllAR1763
1680 gctggaatacgggtacaatctcagaattcgggaaataatagaatgctaggcagttttactgcaaatgctaatccagaatgggtggattttgtcacagatgcatttacatttaacgattta
A G I RV Q sS @ N S G NNERMULG S F T AN ANUPE WV D F V T DAV F T F N D L
1800 gggattacaacttcaagtacaaatgctttatttagtatttcttcagatagtttaaattctggagaagagtggtatttatcgcagttgtttttagtaaaagaatcggectttacgacgcaa
G 1 T T s SsS T™NAUL FF S I s s DS L N S G EEW Y L S Q L F L V K E S A F T T Q
cryllA Reverse
1920 attgatccgttactaaagtag 1947
I N P L L K *

Figura 11 Seqiiéncia de nucleotideos do gene cryl14 (1.941 pKb) e de amino acidos da proteina Cryl1A (646 aa) B. thuringiensis subsp. israelensis S1806. Seqiiéncias
real¢cadas em cinza correspondem as regides de anelamento dos oligonucleotideos usados para amplificacio e seqiienciamento do gene cryl1A4. Os nomes dos oligos
estido do acima da seqiiéncia de nucleotideos e do lado de setas, que indicio a dire¢do 5°> 3’ de cada oligonucleotideo. Os sitios de inicio (azg) e termingio da
traduciio (tag) sio mostrados em italico. O gene cryl/A acima, possui 100% de identidade com o gene cryl 14 descrito por Berry et al. (2002) (Genebank = AL731825).
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5.2 Construcio dos virus recombinantes vAcCry2Aa e vAcCryl1A

Os fragmentos correspondentes aos genes cry24a e cryl 1A foram clonados no
sitio de BamHI do vetor de transferéncia pFastbacl® formando os novos plasmideos
recombinantes pFastcry2Aa (6.684pb) e pFastcryl1A (6.723 pb) (figuras 12 e 13). Para
confirmar a orientagdo dos genes estudados, os novos plasmideos foram digeridos com
as enzimas BglIl e EcoRI. Apo6s a digestdo do plasmideo pFastcry2Aa, foram liberados
trés fragmentos em torno de 3.890 pb, 2.349 pb e 470 pb, confirmando a orientagdo do
gene. O mesmo foi observado para o plasmideo pFastcryllA com a liberagdo dos
fragmentos de aproximadamente 6.429 pb e 284 pb (Figura 14). Ap6s a confirmagéo da
clonagem dos genes de interesse pela da analise dos fragmentos em gel de agarose, estes
plasmideos foram utilizados para a construgdo dos virus recombinantes por transposi¢cao
sitio-especifica. Os DNA dos plasmideos foram transformados em células competentes
E. coli DH10Bac contendo o genoma do baculovirus AcMNPV na forma de bacmideo.
A confirmagdo da inser¢do dos genes cry24a e cryl1A no genoma do bacmideo foi
demonstrada pela amplificagdo por PCR dos fragmentos de aproximadamente 1.909 pb
(oligonucleotideos cry2AaForward e cry2AaReverse) e 1.947 pb (oligonucleotideos

cryl1AForward e cryl1AReverse), respectivamente (Dados ndo mostrados).
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Figura 12 — Esquema dos plasmideos (A) pFastcry2Aa e (B) pFasteryllA. Os sitios de
algumas enzimas de restrigdo sdo mostrados na figura. ampR representa o gene da beta-
lactamase, que confere resisténcia a ampicilina, Tn7R e Tn7L sdo seqiiéncias necessarias para
transposi¢do. pH promoter representa o promotor do gene da poliedrina. Gm(R) representa o
gene de resisténcia ao antibidtico gentamicina. SV40pA representa a seqiiéncia de
poliadenilagdo do virus SV40. A posi¢do e dire¢do dos genes cry24a e cryllA estdo indicadas
na figura. Mapas construidos com o auxilio do programa Vector NTI da companhia Invitrogen.
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Figura 13 Eletroforese em gel de agarose 0,8% de fragmentos de DNA contendo os genes
cry2Aa (A) e cryllA (B) no vetor pFastbac1®. Gel A Pogo 1- 1 kb plus DNA ladder
(Invitrogen), 2- Fragmentos de DNA derivados da digestio do pFastcry2Aa com BamHI,
3- DNA do plasmideo pFastcry2A intacto; Gel B Poco 1- 1 kb plus DNA ladder
(Invitrogen), 2- - plasmideo pFastcryl1A intacto, 3- digestao do pFastcryl1A com BamHI.
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Figura 14 Confirmacdo da clonagem dos genes cry24a e cryl 1A na orientagdo correta no vetor
de transferéncia pFastbacl1®. Gel de agarose 0,8% mostrando o perfil de restrigio dos vetores
pFastcry24a e pFastcryll1A4. 1 — Marcador 1 kb DNA ladder (Promega), 2 — confirmagdo da
dire¢do do gene obtida por digestdo do vetor pFastCry2Aa com a enzima Bg/Il (Promega)
gerando trés fragmentos de aproximadamente 3.890 pb, 2.349 pb e 470 pb, 3 — mostra a
presenga de dois fragmentos em torno de 6.463 pb e 260 pb obtidos por digestdo com a enzima
EcoRI (Promega) confirmando a orientagdo correta do gene no vetor pFastcryl /4.

5.3. Anadlise transcricional dos genes cry24a e cryllA em células de inseto

infectadas com os virus recombinantes

A anélise da transcri¢do dos genes cry24a e cryl 1A foi realizada por RT-PCR.
A amplificacdo obtida na reagdo de RT-PCR apresentou, para o gene cry24a, um
fragmento de aproximadamente 1.100 pb e algumas bandas inespecificas, e 0 mesmo
aconteceu para o gene cryllA que, além da presenga de um fragmento de
aproximadamente 1.500 pb, apareceram outras bandas inespecificas. Esse fato pode ser

explicado pela baixa especificidade dos oligonucleotideos utilizados, bem como a
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temperatura de anelamento utilizada na reagdo de PCR. Além disso, a presenca de
fragmentos maiores que 1.100 e 1.500 pb podem representar sitios de terminagdo
diferentes. Para a confirmagdo dos transcritos, os fragmentos de 1.100 e 1.500 pb
obtidos foram eluidos e purificados a partir do gel de agarose e nova reacdo de PCR foi
feita utilizando os primers especificos dos genes (Tabela 2). A reacdo de PCR
confirmou a presenga dos fragmentos de genes cry24a e cryllA4, demonstrando assim,

que pelo menos os fragmentos eluidos eram especificos aos genes estudados (Figura

15).

Figura 15 Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de amplificagdo por RT-PCR dos
genes cry. (A) RT-PCR do gene cry24a. 1 — Marcador 1 kb ladder plus (Invitrogen), 2—
Amplificagdo do produto RT-PCR a partir do mRNA de células infectadas com o virus
vAcCry2Aa, 3 — Confirmagdo por PCR com oligonucleotideos especificos (cry2AaFw e T2) do
fragmento eluido gerando um produto correspondente a 1.100 pb. (B) Analise da transcricao por
RT-PCR do gene cryllA. 1 — Marcador 1 kb ladder plus (Invitrogen), 2— Amplificagdo do
produto RT-PCR a partir do mRNA de células infectadas com o virus vAcCryllA, 3 —
Confirmagdo por PCR com oligonucleotideos especificos (cryl 1AintFow e T2) do fragmento
eluido gerando um produto correspondente a 1.500 pb
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5.4. Anilise da expressio das proteinas heterologas em extrato de lagartas

As amostras dos extratos de larvas de S. frugiperda infectadas com os virus
recombinantes contendo os possiveis cristais das proteinas heterdlogas foram avaliadas
em géis desnaturantes de poliacrilamida. Uma banda de aproximadamente 65 kDa foi
observada em gel SDS-PAGE 12% nas amostras dos extratos de insetos infectados com
o virus vAcCry2Aa e outra de aproximadamente 70 kDa com o virus VAcCryllA,

correspondentes as pro-toxinas (Figura 16).

974 /

66,2 »

37,6

28,5

Figura 16 Anélise da expressdo das proteinas heterdlogas Cry2Aa e CryllA em insetos
infectados com os virus vAcCry2Aa e vAcCryl1A. SDS-PAGE (12%) mostrando em 1 -
Marcador de Massa Molecular (Protein Molecular Weight Marker, MoBitec®), 2 BSA (Sigma),
3 — Extrato de lagartas infectadas com o virus vAcCryllA mostrando uma banda de
aproximadamente 70 kDa, na concentragdo de 19 ng (seta larga), 4 — extrato de lagartas
infectadas com o virus vAcCry2Aa apresentando uma banda em torno de 65 kDa, na
concentragdo de 21 g (seta tracejada).
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5.5 Analise ultraestrutural das proteinas Cry

Células de BTI-Tn5B1-4 infectadas foram observadas por microscopia optica ao
longo da infeccdo (até 120 h p.i.) para verificar a presenca de possiveis cristais. As
células infectadas com os virus recombinantes revelaram que cristais protéicos
derivados das proteinas heterologas Cry2Aa e Cryl1A nao sdo produzidos in vitro, pois
os mesmos nao foram visualizados pela microscopia de luz.

Porém, ao analisar as proteinas Cry2Aa purificadas a partir dos extratos das
larvas de terceiro instar infectadas com os virus recombinantes foi observada a presenga
de grandes cristais na forma cuboide (Figura 17). O mesmo ndo aconteceu para a
proteina Cryl1A. Por microscopia eletronica de varredura ndo foi possivel verificar a

formacdo de cristais.

Figura 17 Analise estrutural e ultraestrutural dos cristais purificados de larvas de S. frugiperda
infectadas com o virus recombinante vAcCry2Aa . (A) microscopia Optica dos cristais Cry2Aa.
(B) microscopia eletronica de varredura mostrando a presenca de cristais cubdides da proteina
heterologa Cry2Aa.
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5.6 Analise da interacio entre as proteinas Cry2Aa e CryllA com as proteinas
acessorias ORF2 e P20

Para verificar se a interagdo entre as proteinas Cry2Aa e CryllA com as
proteinas acessorias, ORF2 e P20, poderia contribuir para uma melhor expressdo das
mesmas, células foram infectadas com as proteinas recombinantes e em seguida
analisadas em gel de SDS-PAGE. Aparentemente ndo houve nenhuma diferenca
significativa que demonstre a presenca dessas proteinas acessorias relacionadas ao

aumento da expressdo das proteinas recombinantes Cry2Aa e Cryl1A.

A B
1 2 3 4 5 6 789 1 2 3 4 5 6 7
kDa
75
50 —> >

Figura 18 Analise da expressido das proteinas Cry2Aa e CryllA e sua interagio com as proteinas
acessérias ORF2 e P20, respectivamente, em gel SDS-PAGE (12%) . Gel A, pogo 1 - Marcador de
Massa Molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker - Promega®), 2-4 BSA
(Sigma), 5 — Extrato células ndo infectadas, 6- Extrato de células infectadas com o virus
vAcCry2Aa, 7- Extrato de células infectadas com o virus vAcCry2Aa + vAcORF2, 8- Extrato
de células infectadas com o virus vAcCry2Aa + vAcP20, 9- Extrato de células infectadas com o
virus vAcCry2Aa +ORF2 + vAcP20 mostrando bandas de aproximadamente 65 kDa (seta
larga). Gel 2 - pogo 1 - Marcador de Massa Molecular (Broad Range Protein Molecular Weight
Marker - Promega®), 2-4 BSA (Sigma), 5 — Extrato células ndo infectadas, 6- Extrato de
células infectadas com o virus vAcCryllA, 7- Extrato de células infectadas com o Wvirus
vAcCryl1A + vAcP20 mostrando banda de aproximadamente 70kDa (seta tracejada).

5.7 Bioensaio

O bioensaio foi realizado para confirmar a atividade biologica das proteinas
heterologas Cry2Aa e Cryl1A através da determinagdo da concentragdo letal para matar
50% dos insetos testados (CLsp). A proteina Cry2Aa foi testada em larvas de segundo

instar de 4. gemmatalis, S. frugiperda e C. quinquefasciatus. O resultado da CLs, foi de
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1,036 ng/mL para larvas de A. gemmatalis (Tabela 3), porém ndo apresentou atividade
para larvas de S. frugiperda, A aegypti e C. quinquefasciatus.

Os resultados obtidos demonstram que a proteina Cry2Aa ndo apresenta
diferenca significativa em relacdo a toxicidade obtida pela estirpe padrdo BtK HD-1,
devemos entender que a estirpe padrdo expressa mais de um tipo de proteina Cry e que
talvez a atividade toxica obtida tenha sido em decorréncia da agfio sinérgica dessas
proteinas.

Tabela 3 - Atividade inseticida das proteinas heterologas Cry2Aa contra larvas de segundo
instar de 4. gemmatalis.

Amostra CLs (ug/mL)l
Cry2Aa 1,036 (0,082 - 2,621)
Btk 2,27 (1,455 - 9,490)

! Resultados da CLs, da proteina Cry2Aa contra A. gemmatalis, com base de trés
repetigdes.

? Intervalo de confianca de 95%

A proteina heter6loga Cryl1A foi testada contra larvas de segundo instar de A.
aegypti e C. quinquefasciatus ¢ apresentou uma CLsy de 53,3 ng/mL. Ja a linhagem
padrdo B. thuringiensis subsp. Israelensis, apresentou uma maior toxicidade, CLsy de
2,2 ng/mL (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade inseticida das proteinas heter6logas CryllA contra larvas de segundo
instar de 4. aegypti

Amostra CLsg (ng/mL)1
Cryl1A 53,3 (6,5 — 79,00)
Bii 2,20 (0,93 — 3,39)*

"'Resultados da CLso da proteina Cry11A contra 4. aegypti com base de trés repetigdes.

? Intervalo de confianca de 95%
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6. Discussao

Baculovirus tém sido modificados geneticamente com a finalidade de aumentar
a patogenicidade e para diminui¢do do tempo para matar o seu hospedeiro (Moscardi,
1998; Castro et al., 1999; Kost et al. 2005). Alguns exemplos de genes exdgenos que
foram incorporados ao genoma do baculovirus sdo genes que codificam neurotoxinas de
escorpido, hormonio diurético, horménio juvenil esterase e delta-endotoxinas (Bonning
& Hamnao infectadas, 1996; Burden et al., 2000; Kamita et al., 2005 ).

Varios trabalhos descreveram a expressao de proteinas Cry na forma intacta ou
truncada (CrylAb, CrylAc, CrylCa, Cryll e CryllA) de B. thuringiensis utilizando
baculovirus como sistema de expressdo (Martins et al., 2008, Aguiar et al., 2006, Chang
et al., 2003; Martens et al., 1995, Ribeiro & Crook, 1993; Pang et al, 1992;
Merryweather et al., 1990). Merryweather et al. (1990), mostraram que o gene da pro-
toxina (Cry1Ab) foi inserido no genoma do baculovirus AcCMNPV e a proteina expressa
mostrou-se biologicamente ativa. Porém, a dose letal e o tempo para matar 50% das
larvas (LDsp e TLsg, respectivamente) utilizando tanto o virus selvagem quanto o
recombinante ndo mostraram diferenca significativa. O mesmo foi observado por
Ribeiro & Crook (1993) ao introduzirem no genona de AcMNPV formas truncadas e
intacta do gene cryl4b e a forma intacta do gene crylAc. Todos os dois genes foram
altamente expressos em células de inseto e as proteinas produzidas mostraram-se
semelhantes a proteina nativa de B. thuringiensis. Contudo, as TLsy dos virus
recombinantes ndo mostraram diferenga com relagdo ao virus selvagem. Esses trabalhos
demonstraram que esse sistema era capaz de produzir a proteina em grandes
quantidades e com muita similaridade as proteinas nativas de B. thuringiensis, porém,

ndo observaram aumento na toxicidade. Entretanto, quando a proteina CrylAc foi
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fusionada a poliedrina (principal proteina produzida pelo baculovirus) foi observado um
aumento na patogenicidade do virus recombinante (Chang et al., 2003).

Neste trabalho, os genes cry24a e cryllA foram introduzidos no genoma do
baculovirus AcMNPV com a finalidade de observar a possivel formacdo de cristais nos
insetos, bem como verificar a atividade toxica dessas proteinas para larvas de A.
gemmatalis, S. frugiperda e A. aegypti.

Uma alta expressao das proteinas heterdlogas Cry2Aa e Cryl1A foi detectada no
gel de SDS-PAGE, pela presenca de proteinas com aproximadamente 65 kDa e 70 kDa,
respectivamente. A massa molecular da proteina Cry2A ¢é de 70 kDa e é acumulada em
B. thuringiensis como cristais cuboides (Widner & Whiteley 1989, Yamamoto et al
1981). A diferenca na massa molecular observada para a proteina Cry2Aa pode ser
devido a degradagdo por protease que estdo presentes no cadaver dos insetos infectados
pelo virus recombinante. Recentemente, Aguiar et al. (2006) também detectaram, a
partir de extrato de lagartas uma possivel proteina de 65 kDa, possivelmente processada
por proteases, em gel de SDS-PAGE de um baculovirus recombinante contendo uma
versdo truncada do gene crylCa.

As proteinas Cryl sdo geralmente sintetizadas como proteinas na forma intacta
de 130-140 kDa, que s@o clivadas por proteases presentes no intestino do inseto,
gerando uma toxina ativa de aproximadamente 65 kDa (Hofte & Whiteley 1989).

Muitas proteinas Cry expressas em células de inseto sdo capazes de formar
cristais (Ribeiro & Crook 1993, Aguiar et al., 2006). Esses cristais podem ser
facilmente purificados por gradiente de sacarose, o que facilita o estudo da toxicidade
contra diferentes insetos-praga. Como demonstrado por outras proteinas Cry expressas
em insetos infectados com baculovirus recombinantes, a proteina heterdloga Cry2Aa

formou grandes cristais em insetos infectados com o baculovirus recombinante
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vAcCry2Aa. Esses cristais apresentam a mesma forma cubdide que os encontrados nas
linhagens de B. thuringiensis nativas que contém os genes da familia cry2 (Yamamoto
et al 1981, Widner & Whiteley, 1990).

Os cristais das proteinas Cry2Aa e CryllA estudados neste trabalho ndo
puderam ser visualizados por microscopia Optica em culturas de células derivadas de
células de 7. ni (BTI-Tn5B1-4) infectadas com os baculovirus recombinantes. Contudo,
foi possivel visualizar a presenca de cristais da proteina Cry2Aa apenas em extrato de
larvas infectadas. Aguiar et a/.(2006), mostraram a formacdo de cristais cubodides da
proteina CrylCa truncada no citoplasma das células infectadas com o baculovirus
recombinante carregando o gene truncado crylCa. Por outro lado, Ribeiro & Crook
(1993), também ndo detectaram a formagao de cristais CrylAc em culturas de células de
S. frugierda (Sf21), apenas em larvas de Heliothis virescens .

As proteinas Cryl1A estudadas neste trabalho foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura, porém ndo foi possivel observar a formacao dos cristais.Nao
podemos concluir que as proteinas nao estdo sendo cristalizadas, talvez estejam sendo
formadas proteinas muito pequenas que ndo ¢ possivel visualisar na microscopia de
varredura. Fato semelhante foi observado por Pang et al. (1992), que expressaram a
proteina Cryl1A (na forma intacta e truncada) fusionada a 171 pb da poliedrinado
baculovirus AcCMNPV em células de S. frugiperda e larvas de T. ni. A analise em SDS-
PAGE de extrato de células infectadas com o baculovirus recombinante mostrou a
presenca de uma proteina de 72 kDa (intacta) e 68 kDa (truncada), ndo foi possivel
visualisar as proteinas através de microscopia Optica, somente apds observagdo das
células de inseto infectadas com os virus recombinantes por microscopia eletronica de
transmissdo, verificaram a presenga de cristais com morfologia semelhante a proteina

nativa..
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A porcdo C-terminal das proteinas Cry de 130 kDa de B. thuringiensis como
CrylA, Cry4A and Cry4B, ¢ conhecida pela sua importancia na formacao dos cristais
(Baum & Malvar 1995; Aronson, 1994). Alguns autores relatam que essa regido contém
muitos residuos de cisteina que estdo relacionados com a formacgao do cristal, uma vez
que sdo responsaveis pela formagao de pontes dissulfeto, sugerindo ser importante para
a formac@o desses cristais (Ge et al. 1998; Bietlot et al. 1990). Contudo, proteinas Cry
menores, tais como Cry2A e Cryl1A sdo naturalmente truncadas e ndo tém a porgdo C-
terminal e muitos autores mostram evidéncias que essas proteinas dependem de
proteinas acessorias (ORF2 e P20, respectivamente) para a formagdo do cristal
(Crickmore & Ellar 1992; Crickmore et al. 1994).

Em B. thuringienis, o operon do cry24a apresenta, além do gene cry24a, duas
outras ORFs, orfl e orf2. Foi mostrado que proteina ORF2 atua como uma proteina
“helper”’que auxilia a cristalizagdo da proteina Cry2Aa, enquanto o papel da ORF1
permanece desconhecido (Crickmore & Ellar 1992; Crickmore et al. 1994; Sasaki et al.
1997; Staples et al/ 2001).

Fato semelhante ¢ demonstrado para a proteina Cryl1A. A proteina Cryl1A ¢
muito semelhante a proteina Cryl1B também de B. thuringiensis. Contudo, existe uma
diferenca substancial entre elas, particularmente na regido C-terminal, Cry11B abriga 88
aminoacidos, incluindo cinco residuos de cisteina, que estd ausente em CryllA
(Delécluse et al., 1995). O gene cryl A é o segundo gene do operon que contém outros
genes, pl9 e p20 (Adams et al., 1989; Dervyn et al., 1995). A proteina P20 atua como
uma chaperona estabilizando os componentes da proteina Cryl 1A para a montagem do
cristal. Portanto, a formacao dos cristais Cry2Aa e Cryl 1A em insetos pode ser devido a
presenga de proteinas celulares presente nas células do inseto que possivelmente atuam

como chaperonas ajudando no correto dobramento dessas proteinas.
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O bioensaio com a proteina heterdloga CryllA, expressa em larvas de S.
frugiperda, apresentou atividade toxica para larvas de segundo instar de 4. aegypti. A
CLsy da amostra utilizada neste trabalho foi de 53,3 ng/mL. Ja era esperado que a
estirpe padrao de B. thuringiensis subsp. israelensis apresentasse maior toxicidade, pois
essa bactéria apresenta outros fatores que podem contribuir para o aumento da
toxicidade, além da presenca dos esporos essa bactéria expressa varias toxinas
(Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0, CryllA e CytlA) que agem de forma sinérgica
potencializando a toxicidade. A proteina heter6loga Cryl1Aa expressa em célula de
inseto mostrou-seativa ‘para larvas de segundo instar de Aedes, apresentando uma
toxicidade em torno de 25 vezes superior a proteina Cryl1A utilizada por Beltrio &
Silva-Filha (2007) (CLsy 1.350 ng/mL contra larvas de quarto instar de A. aegypti.)
Pang et al. (1992) verificaram também que o virus recombinante vAcCryIVD
apresentou toxicidade para larvas de primeiro instar de 4. aegypti apresentando uma
CLsy de 250 ng/mL.Varios fatores podem contribuir para essa diferenca de atividade
como o estagio larval além das variagdes genéticas que acontecem no inseto (Robertson
et al.,1995). Outros fatores que podem interferir sdo as condi¢des de temperatura e
umidade utilizadas no ensaio (Bird & Akhust, 2007).

A proteina Cry2Aa apresenta 87% de identidade com a seqiiéncia da proteina
Cry2Ab, mas diferem com relagdo a toxicidade. Embora a literatura descreva a proteina
Cry2Aa como sendo toxica para ambos os insetos lepidopteros e dipteros (Widner &
Whiteley (1989), neste trabalho, a proteina Cry2A mostrou toxicidade apenas para
larvas de segundo instar de 4. gemmatalis, apresentando uma CLso de 1,036 pg/ml. A
solubilizagdo dos cristais em pH alcalino, presente no intestino do inseto, bem como a
clivagem das proteinas Cry podem causar uma diferenga na atividade toxica da proteina

(Crickmore et al., 1995). Além disso, quando as proteinas Cry sdo expressas em insetos,
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outras proteases presentes no cadaver da larva podem processar as proteinas Cry de
modo diferente das proteases intestinais e apresentar uma influéncia na toxicidade. O
ambiente alcalino do intestino do inseto bem como a composic¢do dos cristais sdo fatores
importantes para determinar a especificidade da proteina (Choma et al., 1990, Aronson
etal., 1991).

A introdugdo de genes cry em plantas com interesse econdmico representa uma
boa estratégia para o controle de insetos-praga e varios trabalhos em todo o mundo vém
sendo realizados (Betz et al. 2000, De cosa et al. 2001). A proteina Cry2Aa ¢ toxica
para varios insetos-praga tais como H. armigera and H. punctigera (Lido et al. 2002),
Plutella xylostella (Tabashnik et al. 1993) e S. frugiperda (Greenplate et al. 2003). Kota
et al. (1999) construiram plantas transgénicas CrylAc e Cry2Aa e mostraram que a
expressao de Cry2Aa em cloroplasto de folhas transgénicas de tabaco resultou em 100%
de mortalidade de H. virescens, H. zea e S. exigua resistentes a CrylAc. Portanto,
devido a diferenca na estrutura e atividade inseticida das proteinas Cryl e Cry2A, as
proteinas Cry2A sao candidatas promissoras para controlar o desenvolvimento de
resisténcia em insetos.

O uso de baculovirus como sistema de expressdo representa uma excelente
ferramenta, uma vez que essa tecnologia pode ser facilmente utilizada na analise de
outras proteinas Cry expressas isoladamente, ou em associagdo com outras proteinas
Cry, na tentativa de se compreender o papel na atividade inseticida dessas proteinas.
Além disso, a associag@o de diferentes proteinas Cry associadas a proteina poliedrina de
baculovirus, podera produzir novos bioinseticidas recombinantes com a finalidade de se

reduzir o uso de inseticidas quimicos.
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7. Conclusoes

O desenvolvimento de baculovirus recombinantes oferece varias vantagens
como aumento da atividade inseticida do virus e até mesmo a possibilidade de
avaliar os efeitos sinérgicos dos miltiplos genes de toxinas Cry.

Neste trabalho, nds mostramos que os genes cry24a e cryl 14 de B. thuringiensis
foram inseridos de forma eficiente no genoma do baculovirus AcMNPV, e insetos
infectados por esses baculovirus recombinantes foram capazes de produzir cristais
protéicos na forma cubdide (Cry2Aa). As proteinas recombinantes expressas,
Cry2Aa e CryllA, apresentaram toxicidade para larvas de lepidoptero e diptero,
respectivamente.

Diante desses resultados, podemos concluir que o baculovirus pode ser utilizado
como um excelente sistema de expressdo de algumas proteinas Cry de B.

thuringiensis para estudos funcionais e/ou estruturais.
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8. Perspectivas
. Avaliar a interagdo entre as proteinas heterologas ORF2 e P20:
. Analisar a expressao dessas proteinas utilizadando a técnica de RT-PCR;
. Avaliar a presencga das proteinas e determinar a sua concentragdo por gel SDS-
PAGE e densitometria, respectivamente.

. Observar se essas proteinas podem ajudar no processo de cristalizagao
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