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Resumo

O bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis) é uma das principais pragas da
cultura do algod&o, ocasionando perdas significativas devido ao habito endofitico das
larvas, cujos botdes florais e as macds do algodoeiro sdo os 6rgaos preferencialmente
atacados pelos insetos, tanto para alimentacdo, quanto para oviposic¢éo, dificultando seu
controle pelo uso de inseticidas. Entre as proteinas vegetais relacionadas aos
mecanismos de defesa das plantas, os inibidores de a-amilases sdao conhecidos por suas
distintas especificidades para insetos-praga. O bicudo utiliza a-amilases intestinais para
digerir o amido presente nas partes das plantas ingeridas. O presente trabalho teve por
objetivo selecionar variantes de inibidores de a-amilase (a-Al) com afinidade para a-
amilases do bicudo do algodoeiro, a partir de uma biblioteca combinatéria de genes
codificadores para mutantes de inibidores de a-amilase, obtidos por meio da
recombinagdo entre os inibidores a-All e a-Al2, isolados de sementes de feijao
(Phaseolus vulgaris). Para isto, a-amilases do bicudo do algodoeiro (AGA) foram
parcialmente purificadas e utilizadas em experimentos de biopanning. Além disso, uma
a-amilase do inseto, AgamyY| foi expressa em levedura Pichia pastoris e utilizada para
andlise da atividade dos variantes selecionados. Foi possivel selecionar vinte e seis
variantes com afinidade para AGA apresentando distintas mutagcOes herdadas dos genes
parentais. Cinco variantes selecionados para AGA foram utilizados para transformagao
de Arabidopsis thaliana que foi capaz de expressar os a-Als na forma ativa. Estes
variantes foram capazes de inibir a atividade amilasica de AGA in vitro. As estratégias
de DNA shuffling e Phage Display foram eficientes para a selecéo de inibidores para a-
amilases do bicudo do algodoeiro, disponibilizando novos genes com potencial para o
controle do bicudo. Apds a andlise da toxicidade in vivo estes inibidores poderdo ser

utilizados em programas de melhoramento vegetal utilizando transgenia.

Palavras-chaves: Bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis. Biblioteca combinatoria,

inibidores de a-amilases, Arabidopsis thaliana, DNA shuffling e Phage Display.



ABSTRACT

The cotton boll weevil Anthonomus grandis is an important insect-pest, that
causes severe damage in cotton floral fruits and buds. The A. gradis larvae development
control is a difficult job because it occurs inside the cotton floral structures. Starch
granules from cotton structure are digested by a-amylases secreted to the intestinal
lumen. However, a-amylase inhibitors (a-Als) may be used in transgenic plants to
control insect-pest. In this work, a large combinatorial library (10”) of a-amylase
inhibitors variants obtained by DNA shuffling of a-All and a-AI2 homologous genes
was used to select a-amylase inhibitor mutant genes against cotton boll weevil a-
amylases (AGA). Twenty six a—Als mutants were selected showing different mutation
patterns. Five out of these mutants were expressed in Arabidopsis thaliana and their o-
amylase inhibitory activity assayed. The a-Als mutants were actives against AGA in a
in vitro assay inhibiting at nM range. These results demonstrate the potential of a-Als
mutants in controlling of cotton boll weevil making them candldates to obtain pest
resistant transgenic plants.

Key-words: Cotton boll weevil, Anthonomus grandis, combinatorial library, a-amylase

inhibitors, transgenic plants.
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1. Introducgio

1.1 Cotonicultura Nacional

A cada ano a safra nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas aumenta
significativamente. Segundo estimativas do IBGE (disponivel no enderego eletronico
http://www.ibge.gov.br/home/), para o ano safra de 2007, a produg@o brasileira sera de
aproximadamente 127,9 milhdes de toneladas, ou seja, 9,7% maior que a safra anterior,
gerando uma receita de aproximadamente R$ 58,1 bilhées. O algoddo insere-se na
agricultura nacional como uma importante commoditie cultivada. No cenario mundial, o
Brasil € o quinto maior produtor de algoddo. A produgdo brasileira compreende 5% da
produgio internacional. O carater expressivo da cultura do algodio no Brasil €
demonstrado pelo aumento significativo da area plantada e da produtividade. Refletindo
na economia interna, afetando positivamente a balanga comercial, contribuindo com a
geracdo de empregos diretos e indiretos e gerando aproximadamente R$ 2 bilhdes por
ano. No pais, o cultivo ocorre nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul.
As areas plantadas com algoddo em 2007 aumentaram 20,5% em relagdo a safra
anterior. A primeira estimativa da produgdo de algodio herbaceo para 2007 indica uma
produgio de 3,7 milhdes de toneladas, com um aumento de 27,1% em relagdo a safra de
2006 (2,9 milhdes de toneladas). Esse aumento € oriundo principalmente da recuperagéo
das cotagdes da fibra, nos mercados interno e externo. O maior produtor nacional, o
estado do Mato Grosso, com uma produgdo que corresponde 53,0% do algoddo
brasileiro, deve colher em torno de 1,9 milhdes de toneladas, quantidade 36,7% maior
que a colhida em 2006. O pais exporta aproximadamente 25% da sua produgdo (USDA,

2007, disponivel no enderego eletrénico http://www.usda.gov/). O algodoeiro €

considerado uma das plantas cultivadas mais susceptiveis ao desenvolvimento e ataque

de pragas, com mais de 20 (vinte) espécies relatadas e conhecidas (Gallo ef al., 1988).


http://www.ibge.gov.br/home/

1.2 Bicudo do Algodoeiro: ciclo de vida e alternativas de controle

Entre as plantas cultivadas, uma das mais susceptiveis ao desenvolvimento e
ataque de pragas ¢ o algodoeiro, com mais de 20 (vinte) espécies relatadas e conhecidas
(Gallo et al., 1988). Originario do México e América Central, onde sua alimentag¢do
consitia de algoddo selvagem, o bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis — inseto
praga pertencente a ordem Coleoptera, familia Curculionidae (Boheman, 1843) ¢é
considerado um dos mais importantes insetos para a cultura do algoddo, Gossypium
hirsutum L.r. latifolium Hutch., no Brasil e no mundo. O controle por meio da utilizagdo
de inseticidas nio é eficiente. Mesmo sendo toxicos para o inseto, os inseticidas nio
agem em estagios que ocorrem endoﬁticamenté, com isso as larvas e pupas sdo
protegidas da pelas estruturas dos botdes florais. Assim, repetidas aplica¢des tornam-se
necessarias para redugio do nimero de insetos na cultura. O inseto adulto do bicudo do
algodoeiro possui uma coloragdio cinza ou castanha, com cerca de 7 mm de
comprimento, apresentando uma proboscide alongada com 2 mm. O ciclo de vida do
bicudo ocorre com a metamorfose completa. As fémeas colocam seus ovos
individualmente nos botdes florais. Diariamente, cerca de 7-11 ovos sio colocados por
fémea, alcangando uma média de 200 ovos durante seu ciclo de vida. Os locais de
oviposi¢do sdo marcados com fezes, 0 que os deixa com uma caracteristica de cor
marron. Apos trés dias, as larvas eclodem e se alimentam dos tecidos dos botdes florais
por aproximadamente 7 a 14 dias, passando por trés instares de desenvolvimento antes
de desenvolverem-se em pupa. O estagio pupal dura aproximadamente 5 dias e apos
este estagio os insetos adultos emergem. O ciclo completo, de ovo a ovo, normalmente
ocorre entre 18 e 21 dias, podendo variar em fungfio das condigdes ambientais como
temperatura e umidade.

Os maiores danos causados a cultura ocorrem devido a oviposi¢io e a
alimentagdo larval. Em uma infestagio massiva, o desenvolvimento de magis pode ser
praticamente suprimido. No periodo de 30-40 dias, os adultos podem ovipositar na
por¢do intermedidria do algodoeiro e se alimentar dos botdes florais (consumindo grios
de pélen e ovarios). Eventualmente as magis podem ser atacadas em fun¢io da pressdo

populacional.

No periodo da entressafra, os insetos adultos fogem para vegeta¢des ao redor do

campo cultivado, que sdo utilizados como refiigios, onde iniciam um processo de



depressdao metabolica, chamado de estivagdo, a fim de resistir até a proxima safra. Os
insetos em estivacdo, do periodo entressafra, sdo atraidos pelas plantas jovens de
algoddo. Os 6rgdos vegetativos, inicialmente atacados sdo as folhas, os peciolos, e as
gemas apicais, iniciado a partir das margens do campo cultivado. Os insetos
permanecem nestas areas até o surgimento de botdes florais e entdo logo ocorre a
dispersdo acelerada por toda a area. Sendo que o ataque critico do bicudo do algodoeiro
ocorre 40 a 90 dias ap6s o plantio.

Do ponto de vista econémico, o bicudo do algodoeiro é considerado uma praga
extremamente importante nas diversas regides produtoras brasileiras. Isto ocorre
principalmente pelos prejuizos ocasionados pelos danos gerados as estruturas
reprodutivas, ocasionando a queda dos botbes florais, flores e macgés. As perdas
totalizam uma marcante reducdo na produtividade da cultura (Bellettini et al., 1998),
podendo resultar em prejuizo total, caso as medidas de controle adequadas ndo sejam
empregadas.

Diversas técnicas de controle sdo utilizadas com o objetivo de reduzir os danos
causados pelo ataque do bicudo do algodoeiro a cultura do algoddo. A utilizacdo de
inseticidas quimicos € o metodo comumente utilizado pelos agricultores, sendo o
Malation (organofosfato, inibidor de colinesterase) o inseticida mais utilizado. Apesar
de eficaz o uso frequente de inseticidas ocasiona a contaminacdo ambiental e é
economicamente dispendioso. A utilizagdo de armadilhas com ferormoénios para o
monitoramento da populagdo de insetos, plantio de plantas com florescimento precoce
ou plantio-iscas, manejo integrado e controle bioldgico sdo métodos alternativos de
controle do bicudo do algodoeiro (Gallo, et al. 2002). Além disso, programas de
melhoramento vegetal por meio de transgenia consistem numa via alternativa aos
métodos convencionais para o controle de insetos-praga (Morton et al., 2000; Carlini &
Grossi-de-Sa, 2002; Sarmah et al., 2004).

No limen intestinal do bicudo do algodoeiro h& a presenca de enzimas
hidroliticas responsaveis pela digestdo das macromoléculas presentes em sua dieta. A
caracterizagdo bioquimica e molecular destas enzimas digestivas revelou que o inseto
utiliza um repertério de proteases e carboidrases para digestdo de proteinas e amido
presentes nas estruturas reprodutivas da planta. A atividade de proteinases cisteinicas e
serinicas foi detectada no intestino de larvas e de insetos adultos (Oliveira-Neto et al.,

2004a,b). Transcritos dos genes destas proteases também foram detectados, indicando



seu possivel envolvimento na digestdo de proteinas da dieta do bicudo do algodoeiro.
Niveis elevados de atividade amilolitica foram detectados no intestino de bicudo do
algodoeiro, no estagio larval e no inseto adulto. Utilizando RT-PCR combinado com as
técnicas de 5° ¢ 3° RACE, dois transcritos de genes de a-amilases foram clonados,
Amylagl e Amylag2, a partir do cDNA de larvas do bicudo do algodoeiro. Os transcritos
destes genes foram detectados apenas em larvas e insetos adultos que ingeriram
alimentos, indicando que a ingest@io do alimento estimula a expressdo destes genes. Em
acréscimo, a detec¢do de a-amilases no intestino do bicudo do algodoeiro estd
relacionada com a presenga de grande quantidade de amido, nos grios de polens e
6vulos de botdes florais jovens, principal estrutura utilizada pelo bicudo para
alimentacdo e oviposi¢do (figura 1) (Oliveira-Neto et al., 2003). Estes dados indicaram
que a utilizagdo de inibidores de a-amilases e/ou proteinases pode consistir numa
estratégia efetiva para o controle do bicudo do algodoeiro. Ensaios in vitro ¢ in vivo
utilizando inibidores de proteinases mostraram que o inibidor de tripsina de sementes de
Cicer arietinum (CaTI) quando incorporado a dieta artificial do bicudo na concentragdo
de 1,5% (peso/peso), provocou uma reduciio no desenvolvimento e deformidades nos
insetos, ¢ o indice de mortalidade aproximou-se de 45% (Gomes et al., 2005). Da
mesma forma, o inibidor de quimotripsina/tripsina de sementes de Vigna unguiculata
(BTCI) também ocasionou efeitos significativos no desenvolvimento do bicudo do
algodoeiro, gerando redugdo de aproximadamente 54% do peso dos individuos
avaliados e mortalidade de 65% numa concentracio de 100 mM do inibidor utilizado
(Franco et al., 2003). Outros inibidores como SKTI (Franco et al., 2004), IUTCI
(Calderon et al., 2005) foram testados in vitro e in vivo contra proteinases serinicas € o-
amilases do bicudo do algodoeiro ¢ se mostraram efetivos. O inibidor de a-amilase de
centeio (Secale cereale) Ryelll foi toxico para o bicudo do algodoeiro apos ser expresso
em bactéria e renaturado, com indice de mortalidade de 83% e redugdo no peso larval
(Dias et al., 2005). A utilizagdo de proteinas que compdem a defesa das plantas pode
permitir o controle do bicudo do algodoeiro reduzindo os danos gerados a cultura do
algoddo.



Figura 1. Microscopia eletronica de estruturas reprodutivas do algodociro.
Secgbes (500 nm) de grdos de polens (A, B, C, D) (PG- grdos de polen ¢
ovulos (E e F) (El- integumento externo; Il- integumento interno) corados
com azul de toluidina (A e C) e solucédo de iodina (B, D, E e F) exibindo
grdos de amido (S) nos botdes florais jovens de plantas de algodociro. Figura
de Oliveira-Neto et ai. 2003).

13 Protein*» de l)efe»a de Planta»

As plantas estdo constantemente sendo atacadas por insetos e paidgcnos. Estes
utilizam substancias que contribuem c facilitam o rompimento de barreiras fisicas ¢
quimicas constituidas pelas plantas. Assim, a presenca de mecanismos de defesa para
assegurar o desenvolvimento c a reproducdo da cspccic ¢ essencial (Carlini & Grossi dc
Sa, 2002). Estes sofisticados mecanismos de defesa podem ser constitutivamente
produzidos ao longo do desenvolvimento ou induzidos apds um contato primario do
patdégeno ou inseto com a planta (l.amb et ai, 1989), podendo estar relacionados com a

contencdo fisica da infecgdo, por meio dc respostas hipersensitivas que agem isolando o



patogeno com a morte programada (apoptose-like) das células que o circundam (Dangl,
et al., 1996; Hammond-Kosack & Jones, 1996; Lamb & Dixon, 1997; Pennell & Lamb,
1997; Alvarez, 2000; Greenberg & Yao, 2004), ou entdo, com o fortalecimento das
barreiras fisicas em resposta aos sinais endégenos ou do patdgeno invasor (Heil &
Bostock, 2002). Esse fortalecimento compreende alteragdes na composi¢do da parede
celular, incluindo a acumulagdo de proteinas estruturais como extensinas, proteinas ricas
em glicina, proteinas ricas em prolina, lectinas e arabinogalactanos, assim como a
sintese de enzimas que modificam polimeros, tais como, a suberina, lignina e calose
(Lamb et al, 1989; Varner & Lin, 1989; Showalter, 1993).

Como componentes da defesa quimica, as plantas sintetizam proteinas e
peptideos (Stintzi ef al., 1993; Lamb et al, 1989; Dixon & Harrison, 1990), produzem
espécies reativas de oxigénio, como radicais superéxido, hidroxil e peroxido de
hidrogénio, que atuam como antimicrobianos € que agem na formagdo de ligages
cruzadas entre os componentes da parede celular, possibilitando seu fortalecimento
(Dixon et al., 1994; Lamb & Dixon, 1997; Alvarez et al., 1998); e acumulam
metabolitos secundarios de baixa massa molecular como as fitoalexinas (Castro &
Fontes, 2005). Dentre estes componentes incluem antibidticos, alcaldides, terpenos,
glicosideos cianogénicos, quitinases, B-:l,3 glucanases, lectinas, arcelinas, vicilinas,
sisteminas, proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteins) (Selitrennikoff, 2001),
tioninas (Florach & Stiekema, 1994; Broekaert ef al., 1997; Bloch et al., 1998; Castro &
Fontes, 2005; Pelegrini & Franco, 2005), defensinas (Castro & Fontes, 2005; revisado
por Broekaert et al., 1995 e por Lay & Anderson, 2005), lipid transfer proteins (LTPs:
revisado por Garcia-Olmedo ef al., 1995, Castro & Fontes, 2005), peptideos tipo
heveina (Broekaert et al., 1992), tipo knotina (Cammue et al., 1992; Segura ef al.,
1993), de Macadamia integrifolia (MiAMP1) (Marcus et al., 1997; McManus et al.,
1999), de Impatiens balsamina (Ib-AMP1) (Tailor et al., 1997; Patel et al., 1998),
ciclotideos (Jennings et al., 2001), esnaquina-2 de batata (Berrocal-Lobo et al.2002) e
inibidores de enzimas hidroliticas (Ryan, 1990; Sales et al., 2000; Carlini e Grossi de
S4, 2002, Selitrennikoff, 2001). Mesmo com a presenca deste complexo mecanismo de
defesa alguns insetos sfo capazes de causar danos as estruturas das plantas. Isto ocorre
principalmente devido a adapta¢do do inseto-praga/patégeno em resposta ao novo fator
de resisténcia vegetal, referida como co-evolugio parasita-hospedeiro, de acordo com

Erlich & Raven (1964). Esta pode incorrer na detoxicagdo ou excregio do fator de



resisténcia ou simplesmente em uma adapta¢io que torne o organismo imune & agio

toxica, habilitando-o a se alimentar ou se devolver na planta.

1.4 Enzimas Hidroliticas

Para se desenvolverem nas plantas, os insetos-praga e patogenos empregam
enzimas hidroliticas, seja para digerir o conteido ingerido, seja para penetrar nos
tecidos vegetais (Castro & Fontes, 2005). As enzimas digestivas utilizadas podem ser
classificadas como proteinases do tipo cisteinica, proteinase do tipo serinica, proteinases
do tipo metalo, proteinases do tipo asparticas e carboidrases (o-amilases e glicosidases).
Plantas transgénicas expressando inibidores de enzimas hidroliticas resultaram no
controle ou na alteragdo do desenvolvimento de insetos-praga, demonstrando a sua
importancia (Carlini & Grossi-de-S4, 2002). Varios organismos - plantas, fungos,
insetos, mamiferos- utilizam o«-amilases e glicosidases para mobilizagdo dos
carboidratos. As a-amilases (a-1-4glucano-4-glucanohidrolases, EC 3.2.11) recebem
especial atengdo, pois estdio envolvidas diretamente na digestdo de amido. Estas enzimas
sdo responsaveis pela hidrolise de ligagdes a-1-4 do amido, do glicogénio e outros
carboidratos. S3o muito importantes para os insetos que utilizam os produtos da
hidrélise do amido como unica fonte de energia para seu desenvolvimento, o caso, por
exemplo, dos insetos que atacam grios armazenados. De acordo com a tinica estrutura
tridimensional de a-amilase de inseto resolvida, a a-amilase do inseto Tenebrio molitor
(TMA), estas moléculas s30 monoméricas (Strobl ef al., 1998). Possuem trés dominios
distintos, A, B e C. O dominio A é formado por dois segmentos compreendendo os
residuos 1-97 e 160-379, formando uma estrutura em forma de barril (B/o)8, contendo
oito fitas-B envolvidas por oito segmentos helicoidais (sete a-hélices e uma 310-hélice).
O sitio catalitico e os residuos de ligagio ao substrato localizam-se neste dominio. O
dominio B, formado por segmentos lineares e a-hélices curtas, insere-se no dominio A,
possui forma globular ¢ compreende os residuos 98-159. O dominio B forma uma
cavidade entre o barril B do dominio A, onde ha o sitio de ligagdo para o ion Ca™,
interagdo importante para a integridade estrutural da enzima. O dominio C compreende
os residuos C-terminais 380-471 e esta localizado na orientagdo oposta ao dominio B.

Ele ¢ formado por dez folhas B, oito destas organizadas em B-sanduiche com topologia



~3Vve grega. A Iieriace entre 0 aominio L € o dominio A sugere aue € importante
para a atividade. estabilidade e para o dobramento da enzima. A triade catalitica é
formada pelos residuos acidos Aspl85. Glu 222 e¢ Asp287. conservados entre as o-
amilases de diferentes organismos. A enzima acomoda seis residuos de acticar na
cavidade de ligacdo a polissacarideo. A clivagem ocorre na extremidade nio redutora
entre o terceiro € o quarto residuo liberando moléculas de maltose ou oligossacarideos
maiores (Oudjeriouat ef al.. 2003). Provavelmente a reacdo deve ocorrer por meio de

duplo deslocamento (Franco ef al., 2002).

1.5 Inibideres de proteases e a-amilases

1.5.1 Inibidores de proteases

Os inibidores de proteinases ocorrem em plantas, animais € invertebrados. Estas
moléculas sfo cruciais, pois a protedlise é um evento que deve ser estritamente
controlado para que prejuizos ndo sejam gerados, por isto a sua ocorréncia em varios
organismos nio é surpreendente. Os inibidores de enzimas hidroliticas podem ser
inibidores de proteinases do tipo cisteinica, tipo serinica, tipo aspartico e tipo metalo.
Em plantas, inibidores destas quatro classes ja foram caracterizados e sdo moléculas
alternativas para o controle de insetos-praga e patdgenos (Abe et al, 1987; Richardson,
1991; Abe, et al., 1992; Botella et al., 1996; Christeller, et al., 1998; Cater et al., 2002;
Franco ef al., 2003; Zhang, et al., 2006).

1.5.2 Inibidores de a-amilases

Os inibidores de a-amilases podem ser protéicos ou nio protéicos. Dentre os
inibidores ndo proteicos incluem diversos componentes organicos, tais como acarbose,
isoacarbose, acarviosina-glicose, acido hibisco e ciclodextrinas. Por exemplo, a-amilase
pancredtica de porco (PPA) ¢ humana (PHA) sdo inibidas pelas duas formas de 4cido
hibisco extraido de Hibiscus sabdariffa, pela acarviosina-glicose, por isoacarbose, ¢
pelas a, B e y-ciclodextrinas. Por terem estrutura ciclica, similar ao substrato das o-

amilases, estes se ligam ao sitio ativo das enzimas, inibindo a sua atividade. A inibi¢io



de PPA com ciclodextrinas ¢ dependende de pH, temperatura e substrato. Quando
amilose ¢ usada como substrato, a inibi¢do é competitiva, quando maltopentaose ¢é
usada, a inibigéo € do tipo nfio competitiva (Koukiekoulo et al., 2001). A inibigio desta
enzima com acarbose é do tipo nio competitiva, independentemente do substrato
(Koukiekoulo ef al., 1999). Estas moléculas podem ser potencialmente utilizadas para o
tratamento ou diagndsticos de doengas (Bischoff e al., 1994; O’Donell et al., 1997).

Os inibidores de a-amilases (a-Al) proteicos ja foram encontrados em cereais,
como o trigo Triticum aestivum (Garcia-Maroto et al., 1991; Feng et al., 1996; Franco et
al., 2000), a cevada Hordeum sativum (Abe et al., 1993), o centeio Secale cereale
(Garcia-Casado et al., 1994; lulek et al., 2000), o sorgo, Sorghum bicolor (Bloch Jr, C.
& Richardson, M., 1991), o arroz, Oryza sativa (Yamagata et al., 1998) e leguminosas
como o feijdo comum (Marshall & Lauda, 1975; Ishimoto et al., 1996; Grossi de Sa et
al., 1997a) e o feijao de corda (Melo ef al., 1999), além de outras familias vegetais
(Marshall & Lauda, 1975). Estes sdo divididos em Lectin-like, Knottin-type, Cereal-
type, Kunitz-like, Thaumatin-like e y-Purothionins-like e inibidores bifuncionais
(Franco et al., 2000).

A classe mais estudada de inibidores de a-amilases € a Lectin-like. Podem ser
obtidos a partir de diferentes variedades e acessos de feijao comum (Phaseolus vulgaris)
como: feijdo branco, preto e vermelho. Duas isoformas ja foram bem caracterizadas,
molecular e bioquimicamente. O a-All e o a-Al2, apesar de 78 % de identidade em
aminoacidos (Figura 2), possuem caracteristicas diferentes quanto a sua atividade
inibitéria, onde o primeiro inibe o-amilase pancredtica de porco (PPA), a-amilase
salivar humana (HSA) e as a-amilases dos bruquideos Calosobruchus maculatus e C.
chinenses (CMA, CSA) (Ishimoto & Kitamura, 1989). O segundo inibidor, a-Al2, inibe
as a-amilases do inseto-praga Zabrotes subfasciatus, mas ndo possui atividade contra as
a-amilases de mamiferos (Ishimoto & Chrispeels, 1996; Suzuki et al., 1993; Grossi de
Sa et al., 1997a,b). A especificidade da atividade inibitéria do a-All foi detalhadamente
estudada demonstrando a inibi¢do de a-amilases de coledpteros, dipteros, himenépteros
e lepiddpteros. As a-amilases de alguns insetos pertencentes a estas ordens ndo foram
inibidas, como as dos insetos Sithophilus granasius, Manduca sexta, do caruncho do
feijdo Acanthoscelides obtectus, (Kluh, et al., 2005), Zabrotes subfasciatus (Grossi de
Sa, et al., 1997a) e Anthonomus grandis (Oliveira-Neto et al., 2003). Estes inibidores



sdo processados para a forma ativa por meio de modificacbes pds-traducionais. como
clivagem proteolitica e glicosilagocs (Young et al., 1995. 1999). originando duas
subunidades. a e p, com 7,8 e 14 kDa, respectivamente. (Yamaguchi, 1993) que
formam uma estrutura hetcrotctramcrica com 2 cadeias a e 2 cadeias P (Kasahara &
Yamaguchi. 1996; Nakaguchi.& Yamaguchi. 1997). Analises estruturais do complexo
do a-All com a ci-amilase do inseto Tenehrio molitor (TMA) demonstraram que dois
loops se inserem no sitio ativo (residuos 29-46 ¢ 171-189) impedindo a ligagdo do
substrato, |4 sdo estabelecidas varias pontes de hidrogénio com os residuos do sitio de
ligacdo ao substrato. Os residuos Tyrl86 ¢ Tyr37 se ligam fortemente aos residuos da
fenda catalitica. A comparacao do complexo ct-AI/TMA com o complexo a-All/PPA,
demonstrou que as interagfes com os residuos da fenda catalitica sdo conservadas e
poucas modificacbes ocorrem nas interacBes proteina-proteina (Bompard-Gilles et al.,
1996; Nahoum et al., 1998, Silva et al., 2000, 2004).

All 1 -ATETSFIIDAFHFTNLILQGDATVSSHGNLQLSYNSYDSMIikAFYSAPIOIRDSTTGNV  S9
Al2 1 -ASDTSINFYSrNETM»H/QGDATVSSKCYLQI»--HTVPSHCSAFYSAPIQIROSTTGNV 57

AH 60 ASFDTNFTMNI RTHRQAMSAVGLDFVLVPVQPESKGOTVTVEFDTFLSRISIDVNN DIK 118
Al2 58 ASFOTNFTMHITTORIANSVIGLOFALVPVOPKSKGHTVTVQFDTFPSRISIDVMNNDIK 117

AH 119 SVPWDVHDYDGONAFVRITYNSSTKVFSVSLSNPSTGKSNHVSTTVELEKEVYDWVSVGF 178
Al2 118 SVPKDEODYDCONAi VRITYNSSTKVLAVSLSNPSTGKSNEVSARMEVEKEI.DDHVPVGF 177

AH 179 SATSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFIN:J<t>AXSEHSNIvmKIL 222
Al2 178 SAISGVHEYSFETi<DVLSWSFSSKrS--QHTTSERSNILLNSIL 219

Figura 2. Alinhamento multiplo de seqiiéncias dos inibidores de cx-amilasc | (a-
All) e 2 (a-Al2) de feijdo comum. Os aminoacidos deferentes estdo destacados em
azul e em vermelho. Os residuos sublinhados compdem os loops N-tcrminal ¢ C-
tcrminal. rcspectivamentc. Alinhamento realizado com o programa CLUSTAL-W
(1.82) multiple sequence alignment.

1.6 Plantas transgénicas e o controle dc pragas ¢ patdgenos

As perdas agrondmicas causadas por insetos-praga ¢ patdgenos Sdo
significativamente importantes (Gatehouse et al., 1992). Os insetos sdo considerados
um dos maiores responsaveis por estes prejuizos (Ocrkc et al., 1994). Estes se
alimentam das plantas ¢ podem ser vetores dc diversos patdgenos. As perdas sdo
reduzidas com a aplicagdo de grandes quantidades de pesticidas e fungicidas. Sc

medidas dc controle adequadas ndo forem empregadas, 0s prejuizos podem alcancar
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quase a totalidade da producdo em algumas culturas (Oerke et al., 1994). A utilizacdo
de agroquimicos movimenta cerca de 10 bilhdes de dolares anuais. Apesar de eficiente,
este método é bastante contestado por ser oneroso e por utilizar recursos ndo renovaveis,
além de contaminar o meio ambiente. Altemativamente ao uso de pesticidas e
fungicidas, em programas de manejo integrado de pragas, pode-se explorar a utilizagdo
de biopesticidas. Por exemplo, no Brasil, ha o0 maior programa de controle biolégico do
mundo onde nucleopoliedrovirus é usado no controle efetivo da lagarta da soja,
Anticarsia gemmatalis (AgVPN) (Moscardi et al., 1998). A bactéria gram-positiva
Bacillus thunringienses, que produz proteinas em inclusdes cristalinas com atividade
entomopatogénica, também é um biopesticida muito utilizado (Feitelson et al., 1992). O
método de melhoramento convencional também é uma alternativa ao uso de insumos
quimicos. O cruzamento de plantas selvagens com alguma caracteristica de interesse
(resisténcia a estresse bidtico, abidtico ou maior produtividade) com plantas cultivadas
pode gerar novas variedades com as caracteristicas desejadas. A principal restricdo deste
método é o tempo necessario para que as plantas completem seu ciclo de vida gerando
progénies com as caracteristicas desejadas e também a quantidade de fontes de
resisténcia com capacidade de intercruzamento (Hilder e Boulter, 1999). Além destes
métodos, a manipulacdo génica utilizando técnicas de biologia molecular tem
possibilitado a transferéncia de genes entre espécies independentemente da capacidade
de intercruzamento. Esta pode introduzir um conjunto de genes relacionados ou

diferentes, reduzindo o tempo necessario para introduzi-los no genoma desejado.

O primeiro registro sobre plantas transgénicas data de 1984 (Hilder e Boulter,
1999), onde plantas de fumo foram transformadas com gene npt que as tomaram
resistentes a canamicina.  Atualmente, varias plantas estdo sendo manipuladas
geneticamente por meio de técnicas de engenharia genética visando a transgenia. Esta
estratégia tem atraido muitos investidores devido ao potencial econdmico para o

controle de insetos-praga e patdgenos.

Varias espécies de plantas ja foram transformadas com genes exdgenos que
conferiram alguma caracteristica ou resisténcia para algum organismo-alvo. A bactéria
do solo B. thuringienses produz, durante a fase de esporulagcdo, corpos protéicos em
forma de cristais que possuem atividade contra insetos, que sdo denominadas 8-
endotoxinas. Estas sdo classificadas em 24 grupos e possuem distinta especificidade

para diversas ordens de insetos. Inicialmente, plantas de tomate e tabaco transformadas



com genes de S-endotoxinas de Bt modificadas foram resistentes a insetos. Estudos
preliminares para avaliagdo do efeito das plantas expressando toxinas Bt em campo
demonstraram que tabaco, batata, algoddo, milho, arroz e tomate foram resistentes a
insetos quando produziam estas toxinas (Hilder & Bouder, 1999). Atualmente, séo
encontradas para comercializagdo diversas outras plantas expressando toxinas
especificas para determinados grupos de insetos. Por exemplo, milho transformado com
o gene da toxina crylAb (Syngenta Bt176, Btll; Monsanto Mon80100, Mon802,
Mon809, Mon810), crylAc (Dekalb DBT418 (Bt Xtra™), cry3Bbl (Monsanto
Mon863-5), cry9C (Avenis ACS-ZM4-3, StarLink™); batata transformada com o gene
da toxina cry3A (Monsanto: 10 variedades com resisténcia para inseto e 6 variedades
com resisténcia a inseto e virus PVY e PLRYV); algoddo transformado com o gene da
toxina cryl Ac (Monsanto, Mon531-Bollgard®, Mon15985-7 associado com gene cry2B
(BollgardII®, Dow 3006, Calgene 31807), cry1F (Dow 281-23-236), estdo disponiveis.

As proteinas envolvidas com os mecanismos de defesa vegetal também s3o
empregadas para transformagéo de plantas para o controle de insetos-praga e patogenos.
Genes de inibidores de proteinases e a-amilases, defensinas, osmotinas, lectinas,
quitinases, € outras proteinas, ja foram utilizados em transforma¢do de plantas para
controlar um patdgeno ou inseto-praga alvo. A expressdo constitutiva das defensinas
Rs-AFP 2, Spil, DRR230-a e ¢, BSD1 em tabaco conferiu resisténcia contra os fungos
Alternaria longipes (Terras et al., 1995); A. solani, Fusarium oxysporum, Phytophtora
infestans, Rhizoctonia solani, Verticilium dahliae (Koike et al., 2002); Erwinia
carotovora, Heterobasidion annosum (Elfstrand et al., 2001); F. oxysporum, Asochyta
pidodes, Trichoderma reesei, Aschochyta lentis, F. solani, Leptosphaeria maculans, A.
pisi, A. alternata (Lai et al., 2002); P. parasitica (Kanzaki et al., 2002). Em batata
AIfAFP conferiu resisténcia ao fungo Verticilium. dahliae, tanto em casa de vegetacio
como a campo (Gao et al., 2000). Quando uma osmotina de tabaco foi expressa, os
sintomas causados pelo fungo Phytophthora infestans foram reduzidos nas plantas de
batata (Liu et al., 1994). Brassica napus expressando o inibidor de proteinase do tipo
cisteinica de arroz, orizacistatina I (OCI) inibiu o crescimento dos afideos de ervilha
(Acyrthosiphon pisum), de algoddo (Aphis Gossypii) e de batata (Myzus persicae)
(Rahbé et al., 2003). Plantas de tabaco expressando o inibidor de tripsina de feijdo de
corda (CpTI), inibidor I ¢ II de tomate e SKTI foram resistentes aos insetos Heliothis

virensis ¢ H. zea, Manduca sexta e H. virenses, respectivamente. Batata expressando
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este mesmo inibidor foi resistente aos nematodides Globodera pallida e Meloydogine
incognita (Jouanin et al., 1998; Hilder e Boulter, 1999). Plantas de ervilha
transformadas com o gene do inibidor de a-amilase 1 de feijdo comum (a-All) foram
resistentes aos bruquideos Callosobruchus maculatus e C. chinenses (Shade et al.,
1994) e ao Bruchus pisorum que ataca as plantas de ervilna em campo (Shroeder et al.,
1995) . Feijao azuki expressando este inibidor também foi resistente ao C. chinenses,
principal praga desta cultura (Ishimoto et al., 1996) e chickpea (Cicer arietinum)
resistente ao C. maculatus (Ignacimuthu & Prakash, 2006). Contudo, 0 a-Al2 néo
conferiu resisténcia a plantas de ervilha contra a sua respectiva praga, apenas retardando
0 desenvolvimento do inseto em aproximadamente um més. Entretanto, sementes de
ervilha expressando a-Al 2 utilizadas em bioensaios geraram resisténcia ao bruquideo
Zabrotes subfasciatus (Grossi-de-Sa et al., 1997b). Aditivamente, plantas de feijdo
azuki expressando o a-Al2 em sementes impediram completamente a eclosédo de
adultos do inseto C. chinenses, ainda, também foram efetivas no controle do Z
subfasciatus (Nishizawa et al., 2006). A modificacdo genética de plantas visando
expressar proteinas para o controle de patdgenos e insetos-praga € uma abordagem

potencialmente vidvel, uma alternativa ao uso excessivo de inseticidas e pesticidas.

1.7 Evolucdo Molecular de Proteinas e sua Aplicacdo na Agricultura

A prospeccdo de genes de proteinas de resisténcia contra pragas e patdgenos
com especificidade elevada tem sido de suma importancia para a disponibilizacdo de
moléculas que contribuem com a reducdo dos danos gerados as plantas cultivadas.
Novas proteinas estdo constantemente sendo caracterizadas contra o0s diversos
organismos alvo para a determinacdo do grau de toxicidade e especificidade. Além da
busca de moléculas com estas caracteristicas na natureza, o emprego de técnicas de
evolugdo molecular in vitro constitui uma via alternativa para a obtengdo destas

proteinas.

Nas questdes relacionadas a interacdo planta/insetos-praga o conhecimento atual
sobre a estrutura de proteinas inseticidas ainda ndo € suficiente para o desenho racional
de moléculas com maior ou nova atividade/especificidade para o inseto alvo. Uma

alternativa para producdo de novas moléculas in vitro é a utilizacdo de técnicas de
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evolugdo direcionada. Entre as técnicas mais utilizadas para geragdo de variabilidade
podemos destacar DNA shuffling, mutagenese sitio-dirigida, PCR tendente a erro,
utilizag@io de oligonucleotideos degenerados em regides especificas, € outros (Yuan et
al. & Keenan, 2005). No entanto, apds a recombinagdo e geragdo de variabilidade o
sucesso da utilizagdo desta estratégia esta diretamente relacionada a escolha de um
eficiente sistema para a sele¢io dos novos genes: por exemplo Phage Display,
exposi¢do em superficie bacteriana ou de levedura, ou seja, a combinagio a um método
de selegdo apropriado e analise dos variantes selecionados € crucial para a obtengdo das
novas proteinas com atividade potencializada ou inovada (Lewin & Weiss, 2005). A
combinagdo de DNA shuffling e Phage Display possibilita a criagdo de bibliotecas com
milhares de moléculas variantes e permite a sele¢io de proteinas com atividades
especificas. Dentre as técnicas mutacionais, DNA shuffling é uma das que possibilita a
geracdo de variantes por meio de mutagées em blocos ou pontuais na seqiiéncia de
DNA. A técnica originalmente proposta consiste na digestdo de um gene ou de uma
familia de genes homoélogos com Dnase 1 (ou enzimas de restrigdo), os fragmentos
liberados sdo submetidos a ciclos de PCR sem a adigdo de iniciadores, ap0s, o produto
deste PCR € usado como molde numa segunda rea¢do com a adi¢do de iniciadores e
fragmentos com o tamanho do gene original sdo recuperados (Stemmer, 1994). Assim, é
possivel obter bibliotecas combinatérias de seqii€ncias génicas altamente variaveis.
Como demonstrado com o DNA shuffling do gene de uma galactosidade bacteriana
combinado com a selecdo por substrato permitindo a selegdo de uma enzima com
atividade fucosidasica com atividade 20 vezes maior que a enzima parental (Zhang et
al., 1997). A toxina Cryl Ac apresentada na superficie de fagos foi ativa, similarmente a
toxina selvagem, contra M. sexta (Vilchez, et al., 2004), inibidores de tripsina ativos
contra afideos foram selecionados a partir de biblioteca combinatoria do tipo Phage
Display (Ceci et al., 2003) e cistatinas especificas com o loop 1 mutado (de QVVAG
para NTSSA e DVVSA) foram selecionadas para proteinases do tipo cisteinica do
bruquideo do feijao comum A. obtectus (Melo et al., 2003).

Neste trabalho, uma biblioteca combinatéria do tipo Phage Display foi utilizada
para sele¢do de inibidores de a-amilases (a-Al) contra o-amilases do bicudo do
algodoeiro, 4. grandis. Esta foi construida apds a mistura e digestdo dos genes dos
inibidores a-All e a-Al2 de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) com Dnase 1, seguido

da PCRs conforme descrito por Stemmer (1994). Apods a segunda PCR os fragmentos
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recuperados foram clonados no fagomideo pCOMB3x (Barbas IlI et al., 2001). Este
possibilitou que os variantes de a-Als fossem expressos em fusdo com a proteina pill
do capsideo viral e apresentados na superficie dos fagos. A biblioteca com variantes de
a-Als encontra-se disponivel para selecdo de genes variantes de inibidores de a-
amilases com afinidade para a-amilases de interesse. Desta forma, espera-se novas que
moléculas ativas contra proteinas alvo possam ser geradas para programas de

melhoramento de plantas via transgenia, aplicagcdes na inddstria ou em estudos clinicos.



2. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo selecionar mutantes para inibidores de

o-amilases com atividade para as a-amilases do bicudo do algodoeiro.
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2.1 Objetivos especificos

1 Preparacdo de uma fracdo de a-amilases do bicudo do algodoeiro (AGA)

enriquecida;

2. Expressar uma a-amilase do bicudo do algodoeiro, Amylag2, em Pichia

pastoris-,

3. Selecionar variantes de inibidores de a-amilases (a-Ais) com afinidade para a-
amilases do bicudo do algodoeiro, utilizando uma biblioteca combinatéria de a-Als do

tipo Phage Display;
4, Caracterizar os a-Ais selecionados;

5. Transformar plantas de Arabidopsis thaliana com os genes variantes dos a-Ais

com afinidade para AGA;

6. Avaliar a atividade in vitro de variantes de a-A s selecionados contra AGA.

1/



3. Materiais e Métodos

3.1 Purificaciio de a-amilases intestinais do bicudo do algodoeiro (AGA)

O objetivo da purificagdo de a-amilases do bicudo do algodoeiro foi obter a-
amilases para serem utilizadas na selegio de inibidores de a-amilases variantes,
partindo de uma biblioteca combinatéria de a-Als. Os variantes selecionados por
apresentarem afinidade para as a-amilases do inseto foram caracterizadas pelos ensaios

.....

Dastoris.

3.1.1 Extragéio de a-amilases de Larvas do Bicudo do Algodoeiro

Cingiienta larvas do terceiro instar cultivadas em dieta artificial (Monnerat ef al.,
2000), foram maceradas em 500 puL de solucgdo de extragdo (10 uM de E-64 ¢ 5 pg/mL
pepstatina A), centrifugadas a 10,000 g, 4 °C, 30 min. O sobrenadante foi coletado ¢ a
separagdo do tecido remanescente do material solubilizado foi realizada utilizando-se
filtro de 0.45 um. O extrato total foi quantificado de acordo com o método descrito por
Bradford (1976).

3.1.2 Purificacio de AGA em Cromatografia Hidrofébica

Para purificar as o-amilases intestinais do bicudo do algodoeiro (AGA), o
extrato total de larva foi submetido a cromatografia hidrofobica utilizando Phenyl
Sepharose CL 4B*Amersham. Em uma coluna (10x1,5 cm, empacotada com 4 mL de
resina) pré-equilibrada com tampdo E (10 mM de imidazole pH 6.0, 1 M de (NH4),SO4)
foi aplicado 14,3 mg de extrato protéico. A coluna foi lavada com 30 mL de tampéo E

para retirada das proteinas que nio se ligaram a resina. As proteinas adsorvidas a resina
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foram eluidas com 60 mL de um gradiente linear de 1M de sulfato de amodnio
(NHASCU) a 0 M. Finalmente, 30 mL de tampéo EI (10 mM de imidazole pH 6.0) foi
aplicado a coluna. FracGes de 1 mL foram coletadas em um fluxo de 1 mL.min'1 As
fracdes coletadas foram monitoradas pela absorbancia a 280 tun (ABSzso nm)-

3.1.3 Ensaio de Atividade Amilolitica

Para deteccdo das fracbes com atividade amilolitica, 2 pL de cada amostra
(fragdes) foi incubado por 30 min a temperatura ambiente (25 °C) com 68 pL de tampéo
de ensaio (50 mM de fosfato de sédio pH 5.8, 200 MM de NaCl, 0.1 mM de CaC12) e
30 pL de solucdo de amido 0.125 % (p/v) solubilizado no mesmo tampé&o. A reacéo foi
finalizada pela adicdo de 140 pL de solugdo de iodo (0.01 % de tintura de iodo

comercial, 125 mM de HC1) e a absorbancia foi determinada em leitor de microplaca a
630 nm (Fuwa, 1953).

As fragOes apresentando atividade amilolitica foram reunidas e dialisadas contra
agua, em membrana de 6,3 mwco, por 24 horas e posteriormente liofilizadas em

aliquotas de 50 pg.

3.1.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) Desnaturante e

Zimograma para Deteccdo de Atividade Amilolitica

A pureza da AGA foi analisada utilizando SDS-PAGE 12% a temperatura
ambiente de acordo com Laemmli (1970) aplicando 20 pg do pico ativo dissolvido em
tampdo de amostra (50 mM de Tris-HCI pH 6.8, SDS 8.2% (p/v), sacarose 2% (p/v),
azul de bromofenol 0.001% (p/v)). A visualizacdo das bandas protéicas foi obtida por
coloragdo em solugdo de Coomassie Brilliant Blue 0.1% (p/v) em 25% (v/v) de metanol
e 10% (v/v) de &cido acético. Para o zimograma foram utilizados 15 pg do mesmo pico,
aplicados em SDS-PAGE 12% contendo amido 0.5% segundo Campos (1989) com
algumas modificacdes: a eletroforese foi realizada a 4 °C, 100 V durante a corrida do
gel concentrador e 200 V durante a corrida do gel separador. Ap6s a migracdo da
amostra, o gel foi incubado por 1 hora em solugcdo de Triton-X 100 2.5% (v/v) a
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temperatura ambiente para renaturacdo das a-amilases. Ento, foi incubado por 4 horas
a 37 °C no tampdo de ensaio (descrito no item 3.1.3) e posteriormente corado em

solugdo de iodo para detecgio das bandas com atividade amilolitica.

3.2 Expressdo de Amylag2 em P. pastoris

Visando avaliar a atividade inibitdria das moléculas recombinantes selecionadas
a partir da biblioteca combinatéria de a-Als, um dos genes de a-amilase, Amylag2
(codigo de acesso NCBI: AF527877), clonado a partir de RNA total de larva de bicudo
do algodoeiro (Oliveira-Neto et al., 2003), foi sub-clonado no plasmideo (pPIC9) para
expressdo em levedura, P. pastoris. Inicialmente, o gene foi amplificado por PCR
usando iniciadores para inser¢do dos sitios para SnaBl (Agamil2 Mad= 5 CGT ACG
TAC AAA AAA ATC3’) e Notl (Agamil2 end= 5° TTG CGG CCG CCT AAG ATA
ATT TTG 3°), na posigdo 5' e 3', respectivamente. Na reagio foram utilizados 300 nM
dos iniciadores, 240 pM deoxinucleotideos (dNTPs), tampdo da polimerase ®
(Invitrogen) na concentragio final de 1x e 2,5 unidades de taqg DNA polimerase ®
(Invitrogen). O volume final da reagdo foi de 50 puL. As condi¢des utilizadas para
amplificagio foram 94° C por 2 minutos, seguido de 25 ciclos de 45 segundos a 94 °C,
45 segundos a 58 °C , 45 segundos a 72 °C, com a extensgo final a 72 °C por 5 minutos.
O produto da amplificacdo foi separado por eletroforese em gel de agarose 0,8% € os
fragmento com aproximadamente 1500 pb foi purificado da matriz de agarose
utilizando o kit GENE CLEAN II ® (Biolabs) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Na reagéo para ligagdo do gene Amylag2 no plasmideo pGEM-T easy foram
utilizados 30 ng do inserto, 45 ng do plasmideo, 1 U de T4 DNA ligase, foi incubada
em banho de agua gelada (14 a 16 °C) por aproximadamente 16 hs, dialisada contra
agua e usada na transformagfo de células competente de Escherichia coli (XL-1 Blue),
via eletroporagdo. Os transformantes selecionados em meio LB sé6lido contendo
ampicilina 100 pug/mL resultantes da transformagdo foram crescidos meio LB liquido
com ampicilina 100 pg/mL por 16 hs a 37 °C. O DNA plasmidial foi extraido pelo
método de lise alcalina (Sambrook et al., 1989) ¢ a presenga do gene foi confirmada
apds a digestdo utilizando a enzima EcoRI. A digestio foi analisada em eletroforese em

gel de agarose 0,8%.
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Um clone positivo, que liberou o fragmento de aproximadamente 1,5 kb, foi
digerido com SraBl e apds com Notl, assim como o plamideo pPIC9, seguindo as
instru¢des do fornecedor das enzimas. Este também foi seqiienciado utilizando o
iniciador SP6 confirmando a presenga do gene Amylag2 no plasmideo pGEM-T easy.
Para cada ug de DNA foi adicionada 1 unidade de enzima de restri¢do e incubada a 37
°C no seu respectivo tampdo. O DNA digerido foi analisado em gel de agarose 0,8%, os
fragmentos de 1,5 kb (4dmylag?2) e 8 kb (pPIC9) foram purificados da matriz de agarose.
A relagdo molar utilizada na reagdo de ligagdo foi 3:1 (28 ng da Amylag2 e 50 ng do
pPIC9). Células eletrocompetentes de E. coli (XL1-Blue) foram transformadas e as
colonias resistentes a ampicilina (100 ug/mL) foram analisadas. O DNA dos clones foi
digerido com SraBI e Notl e analisados em gel de agarose 0,8%. Clones positivos
liberaram o fragmento de aproximadamente 1,5 kb correspondente ao gene de Amylag?.

Para a transformagdo de P. pastoris com a construgdo Amylag2/pPIC9, 60 pg de
DNA de um clone positivo foi digerido com Bg/II, precipitado e usado na transformagdo
de células competentes de P. Pastoris, linhagem GS115. Esta foi semeada em placas
contendo meio MM (1.34% de YNB, 4x10-5% de biotina e 1% de metanol) e incubadas
a 30 °C até o surgimento das colonias. O DNA das colonias crescidas em meio MM foi
extraido e analisado por PCR. Os iniciadores utilizados anelam da regido do promotor e
do terminador AOX1 do plasmideo pPIC9. Coldnias positivas (que amplificaram
fragmentos de aproximadamente 2 kb) foram semeadas em meio BMM ( meio MM
tamponado com fosfato de potassio 100 mM, pH6.0) sélido contendo 1% de amido,
crescidas a 30 °C e suplementadas com metanol durante 4 dias. Apds, a placa foi
incubada com tampdo para atividade amilasica (item 3.1.3) por 1 hora a 25°C e coradas
com solugdo de iodina (item 3.1.3). Clones que exibiram halos ao seu redor foram

selecionados para expressdo em meio liquido.

Para a obten¢do de biomassa celular de P. pastoris para expressio de Amylag?2,
100 puL do pré-inoculo, crescido em meio YPD ( 1% de Extrato de levedura, 2% de
peptona e 2% de glicose) por 16 horas a 30 °C, 200 rpm, foi adicionado a 100 mL de
meio BMG (1.34% de YNB, 4x10-5% de biotina e 1% de glicerol e fosfato de potassio
100 mM, pH 6.0). Os inéculos foram crescidos até atingirem ODgoonm entre 2-6, o que
ocorreu apos aproximadamente 30 horas. Foram centrifugados a 1500 g, 10 minutos, os
sedimentos foram lavados com agua estéril e ressuspendidos em 10 mL de meio BMM

(meio BMG sem glicerol) com 1% de metanol, e foram incubados & 30°C, 200 rpm por
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seis dias, sendo que a cada 24 horas aliquotas foram retiradas para monitoramento da
ODooonm,  atividade amilésica e concentracdo de proteina. O clone que expressou a
AMYLAG2 em maior quantidade foi usado no experimento de expressdao em larga

escala (dez vezes maior que a expressao inicial).

3.3 Selecdo de genes variantes para inibidores de a-amilases com afinidade para
AGA

3.3.1 Re-amplificagdo da Biblioteca Combinatoria de inibidores de a-amilases

A biblioteca combinatéria de mutantes de inibidores de a-amilase construida
pela equipe do laboratorio de Interacdo Molecular Planta-Praga da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia foi re-amplificada para utilizacdo na selecdo de novos
inibidores de a-amilase com afinidade para a AGA. Este procedimento possibilitou que
a quantidade de fagos apresentando os mutantes na sua superficie fosse aumentada para

se iniciar os procedimentos de selecéo.

A preparacdo de DNA da biblioteca combinatoria de inibidores de a-amilase,
construida pela da aplicacdo da técnica de DNA shuffling aos genes dos a-All e a-Al2
de feijdo comum (Phaseolus vulgaris), foi utilizada para transformar, via eletroporacéo,
células de E. coli linhagem XL-1 Blue com competéncia de 10'. Ao cultivo de bactérias
adicionou-se o fago auxiliar VCSM13 (10‘M 01 ufc/mL) resultando numa biblioteca
com 2,6 x 10° variantes para inibidores de a-amilase expressos no capsideo viral
fusionados a proteina pill (Phage Display). Os fagos foram entdo precipitados com
PEG/NaCl (PEG 8000 20 %, NaCl 2.5 M), solubilizados em BSA 1% (p/v). Esta
preparacdo de fagos foi utilizada no procedimento de selecdo (Barbas Il et al., 2001).
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3.3.2 Procedimento de Selecio de gemes variantes para inibidores de a-amilases
utilizando AGA (Biopanning)

O procedimento de biopanning, conforme discutido por Barbas III et al. (2001)
consiste de varios ciclos de ligacdo dos fagos, apresentando os inibidores de a-amilases
em suas superficies, 4 enzima alvo imobilizada (em placa de ELISA), seguido de um
nimero crescente de lavagens possibilitando a elimina¢io dos fagos ligados
inespecificamente, elui¢do acida dos fagos com maior afinidade e finalmente a re-

amplificacdo destes.

Na selegdo realizada neste estudo foram utilizados dois pogos da placa de
ELISA contendo 50 pg de uma fragdo enriquecida AGA (Barbas III ef al., 2001). Em
cada pogo foi adicionado 150 pL de BSA 3% em TBS (Tris-HC1 50 mM pH 7.5, NaCl
150 mM) para bloquear as ligagdes inespecificas na superficie dos pogos. Apoés uma
hora de incubagdo a 37 °C, os pogos foram lavados trés vezes com 150 ul. de PBS-T
(Na2HPO4 12 mM, KH2PO4 1.2 mM, pH 7.4, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM contendo
0,1% de Tween 20). Adicionou-se 100 ul. da preparacio de fago, proveniente da re-
amplificagiio da biblioteca ou da amplificagio do ciclo anterior de sele¢do, em solugdo
de BSA 1% (p/v). Entio, incubou-se a placa por uma hora a 37 °C. Apds a incubagéo,
os pogos foram lavados vigorosamente (5 vezes no primeiro ciclo, e em cada ciclo o n°
de lavagens foi aumentado em duas vezes) com PBS-T para eliminagdo dos fagos ndo
ligados. Os fagos que permaneceram ligados foram eluidos ap6s a adi¢do de 100 uL de
solugdo acida (Glicina-HCI 0,1 M pH 2,2), e incubagio por 10 min. Apds vigorosa
lavagem (utilizando pipetagem up and down) os fagos foram coletados e neutralizados
com 24 uL de solugdo de Tris base 2M. Uma aliquota desta preparagdo de fagos (106
uL) foi utilizada para infectar 2 mL de cultivo de E. coli (XL-1 Blue)em fase log de
crescimento para re-amplificagio da populagdo de fagos eluidos. O nimero de fagos
eluidos e introduzidos em cada ciclo de selegdo foi monitorado pela contagem de
colonias bacterianas infectadas (unidade formadora de colonias — u.f.c.), usando
plaqueamento em meio LB Agar (triptona 1% (p/v), extrato de levedura 0.5% (p/v),
NaCl 1% (p/v), pH 7.0, com adi¢iio de agar 1%, e esterilizado por autoclavagem)
contendo 100 pg/mL de carbenicilina, incubadas por 16 horas a 37 °C (Figura 3)
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Figura 3: Representacdo csquemaética do procedimento de biopanning para selecéo de
variantes de inibidores de ot-amilases com afinidade para AGA.



3.3.3 Anilise da Expressio utilizando Imunodeteccio (Dot Blot) dos varitantes

para inibidores de a-amilases

O DNA do precipitado de bactéria do ciclo de sele¢io que apresentou maior
enriquecimento de fagos especificos foi extraido e usado para transformar E. coli Top
10 F’, via choque térmico. O produto da transformagdo foi plaqueado em meio LB agar
contendo ampicilina 100 pg/mL e incubado por 16 horas a 37 °C. A integridade do gene
foi inicialmente determinada pela analise do produto de PCR. Para expressar os
inibidores de a-amilases dos genes variantes selecionados, primeiramente 86 clones
contendo o gene do tamanho original (660 pb) foram inoculados em 1 mL de meio 2
xYT (extrato de levedura 1%, peptona 1.6 %, NaCl 1%, pH 7.0, esterelizado por
autoclavagem) contendo glicose 0,5 % e ampicilina 100 mg/mL em placa deep whell,
incubados por 16 horas a 37 °C sob agitagdo de 220 rpm. Posteriormente, 10 pl. deste
pré-inoculo foi adicionado a 1 mL de meio SB (MOPS 1% (p/v), triptona 3% (p/v),
extrato de levedura 2% (p/v), pH 7.0 e esterilizado por autoclavagem) contendo
ampicilina 100 pg/mL incubado & 37 °C, sob agitagéo de 220 rpm até a O.D.soonm
atingir o valor entre 0.6-0.8, quando entiio, foi adicionado IPTG para concentragéo final
de 1 mM. Esse cultivo foi incubado por 12 horas a 30 °C sob agitagdo de 220 rpm e o
sobrenadante foi coletado apds centrifugagdo a 2,054 g, 4 °C por 5 min.

Para analisar o produto da expressio das proteinas heterélogas, 5 pL do
sobrenadante foi adsorvido a uma membrana de nitrocelulose (Hybond C* Amersham),
a qual foi bloqueada com solu¢io de BSA 3% em PBS, por 12 horas a 4 °C sob agitagdo
constante. A membrana foi entdo incubada com o anticorpo primario anti-HA IgG
produzido em coelho (diluido 1:1500 em PBS), por 2 horas a 37 °C, seguido pela
incubagdo com o anticorpo secundirio, anti-IgG de coelho produzido em cabra
conjugado com fosfatase alcalina (diluido 1:2000), por 1 hora a temperatura ambiente.
A membrana foi lavada com PBS contendo Tween 20* 0.05% entre cada etapa de
incubag¢do com os anticorpos. Finalmente, a membrana foi lavada com a solugéo R (Tris
100 mM pH 9,5; Mg2S04 50 mM) e foi adicionado o substrato para revelagdo que
consistia em uma pastilha de NBT-Nitro Blue Tetrazole, BCIP-5-Bromo-4-Cloroindolil-
fosfato®- Roche, dissolvida em 10 ml de agua milli-Q.
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3.3.4 Seqiienciamento e¢ Andilises de Seqiiéncias dos Genes Variantes para

Inibidores de c-amilases

Para evitar erros de seqiienciamento e obter sequéncias com alta qualidade dos
fagomideos isolados, 0 DNA dos 31 clones que apresentaram forte sinal, comparavel ao
controle positivo (proteina com epitopo de HA, HD7), no imunodot foram usados para
transformar E. coli XL 1-Blue, via choque térmico. Os 26 clones resultantes dessa
transformagdo tiveram seu DNA extraido e a seqiiéncia determinada utilizando
seqiienciamento automatico. O alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas dos genes
variantes para inibidores de a-amilases ¢ dos genes parentais foram realizados no
programa Clustal W disponivel no servidor Expasy (http://www.expasy.org). Para
tradugio das seqiiéncias nucleotidicas foi utilizado o programa Translate
(http://bo.expasy.org/tools/dna.html). O estudo comparativo das seqli€ncias
recombinadas obtidas com as seqiiéncias dos inibidores a-All e «a-Al2 parentais,

possibilitou a identificacdo das regiGes mutadas.

3.4. Transformaciio de A. thaliana com Genes Variantes para Inibidores de o-

amilases utilizando o método de Imersio do Botiio Floral

3.4.1 Sub-Clonagem dos Genes Variantes para Inibidores de a-amilases em
Plasmideo para Expressio em Planta (pC2300)

O plasmideo pCAMBIA2300 (séric pCAMBIA, Camberra, Australia) foi
modificado para sub-clonagem de cinco genes variantes para inibidores de a-amilases
(C3, Cl11, G4, El11 e All) por meio da inser¢do do cassete do pUC19 utilizando os
sitios de restri¢do Hindlll e EcoRI. Os genes coram sub-clonados sob o controle do
promotor constitutivo 35S do virus do mosaico da couve-flor duplicado (CaMV35Sd)
com o enhancer do virus do mosaico da alfafa (AMV e o terminador NOS.

Os genes foram amplificados por PCR utilizando os iniciadores XMAI senso (5’
CCC CCC GGG ATG GCT TCC TCC AAC TTA CTC TCC CTA GCC CTC TTCCTT
GTG CTT CTC AAC CAC GCA AAC TCA GCC ACC GAA ACCTCC 3) e SACI
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antisenso (5° CCC GAG CTC TTA GAG GAT CTT GTT GAG GAC 3’) que inseriram
os sitios para as enzimas de restrigio Xmal e Sacl, na posigio 5' € 3', respectivamente.
Nestas construgdes também foi inserido, a montante dos inibidores, o peptideo sinal do
a-All. Na PCR, 200 ng dos genes (clonados no fagomideo pCOMB3x) foram
utilizados como molde, com acréscimo de 300 nM dos iniciadores, 240 puM
deoxinucleotideos (ANTPs), tampdo da polimerase® (Invitrogen) na concentragdo final
de 1x e 2,5 unidades de tag DNA polimerase® (Invitrogen). O volume final da reagfo
foi de 50 ul. As condigdes utilizadas para amplificagdo foram 94° C por 2 minutos,
seguido de 25 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 50 °C , 45 segundos a 72
°C, com a extens3o final 4 72 °C por 5 minutos. A amplificagdo dos genes foi analisada
em gel de agarose 1%. Os fragmentos de 741 pb, massa molecular aproximada dos
genes parentais, foram purificados da matriz de agarose (descrito no item 3.1.5). A
concentragdo de DNA foi determinada esprectrofotometricamente com leitura da
Absorbéncia a 260 nm. Posteriormente, o0 DNA dos genes variantes foi digerido com
Xmal e Sacl, assim como o plasmideo pPCAMBIA2300. Para cada ug de DNA uma
unidade enzimatica foi usada na digestdo a 37 °C. O produto da digestdo foi purificado
do gel de agarose (descrito no item 3.15) e 30 ng deste inserto utilizado na reagdo de
ligagdo contendo 100 ng do plasmideo e 1 unidade de T4 DNA ligase no tampdo da
enzima® (Invitrogen). A reagdo foi mantida em banho de agua gelada (14 a 16 "C) por
um periodo de aproximadamente 16 hs. Apds dialise contra agua foi utilizada na
transformagio de células competentes de E. coli (XL-1 Blue), via eletroporagdo. As
colOnias resultantes foram analisadas por PCR e aquelas que amplificaram o fragmento
do tamanho esperado tiveram o DNA plasmidial extraido pelo método de lise alcalina
(Sambrook et al., 1989) e digerido com Xmal e Sacl para confirmagdo da presenga do

inserto.

3.4.2 Transformacio de A. thaliana utilizando o Método de Imersio do Botio
Floral

Para a transformacgfo de A. thaliana a linhagem GV3103(pMP90) (Koncz &
Schell, 1986) de Agrobacterium tumefaciens foi transformada com o 1 pg do DNA das

construgdes contendo os variantes dos inibidores de a-amilases. Colonias crescidas em
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meio LB agar com rifampicina (50 pg/mL) e gentamicina (50 pg/mL), foram analisadas
por PCR ¢ os transformantes positivos foram inoculados para preparagdo de solugdo
utilizada na transformacgio de A. thaliana por meio do método de imerséo do botdo
floral (Clough e Bent, 1998).

3.4.3 Producio de Plantas de A. thaliana

Sementes de A. thaliana ecotipo Columbia foram colocadas em tubos de 1.5 mL
de polipropileno, embebidas em dgua destilada ¢ mantidas a temperatura ambiente por
24hs. A quebra da dorméncia ocorreu apos a incubagé@o das mesmas a 4 °C por 48 horas.
Sementes de A thaliana foram germinadas em placas contendo meio MS 25%
(Murashige & Skhoog - Sigma) com 0,6% de agar. Este procedimento foi vantajoso
para padronizagio do tamanho e idade das plantas utilizadas na transformagfio. As
plantulas foram transplantadas para o substrato (bioplant) e mantidas em casa de
vegetagdo. Apés 3 a 4 semanas plantas saudaveis com 6-10 cm de altura com

inflorescéncia totalmente fechada foram utilizadas para transformago.

Um clone positivo de A. tumefasciens, analisado por PCR, de cada construcéo
foi inoculado em 3 mL de meio LB suplementado contendo 50 pg/mL dos antibidticos:
Rifampicina, Gentamicina ¢ Canamicina. A cultura foi incubada a 28 °C sob agitagéo de
200 rpm, por 12-16 horas. Este pré-indculo foi diluido 1000 vezes em meio LB
contendo 50 ug/mL de Canamicina ¢ 50 ug/mL de Gentamicina e incubados sob
agitacdo de 200 rpm a 28 °C até atingirem a O.D.¢oonm entre 0.8 a 1.5. Apds
centrifugacdo a 1500 g, por 20 minutos, os sedimentos foram ressuspendidos em 150
mL de meio de infiltragdo para imersdo dos botdes florais (0,22% de sais MS, MES 0,5
M, 5 % de sacarose (p/v) e 0,2% de Silwet L-77, pH 5.7).

Os botdes florais fechados de plantas de A. thaliana jovens (3-4 semanas) e
vigorosas foram imersos durante 3 minutos na suspensio de 4. tumefascies. Trés a cinco
plantas foram utilizadas para a transformagcio de cada construgdo génica. Em seguida, as
plantas foram mantidas na posi¢do horizontal em cdmaras imidas por 24 horas. Apds o
surgimento € desenvolvimento das vagens (silicas), as plantas foram mantidas na
auséncia total de agua para secagem e coleta das sementes maduras. As sementes

coletadas foram desinfestadas apos a incubagio por 5 minutos em etanol 70% e 0,1% de
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Triton X-100, secas e semeadas em meio MS 25%, 0,8% de agar suplementado com
canamicina 100 ug/mL. Apods a quebra da dorméncia as placas foram transferidas para
cAmara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas/dia. Ap6s 5-7 dias as plantulas
resistentes a canamicina foram cuidadosamente transplantadas para solo e mantidas em
casa de vegetagdo. Apds o desenvolvimento das plantas, as folhas foram excisadas € o
DNA extraido. Para extragio do DNA uma folha foi macerada em 300 pL de tampdo
EB (Tris 200mM, EDTA 25mM, NaCl 250mM, SDS 0,5%), 100 uL de Cloroférmio foi
adicionado e agitado fortemente por um minuto. Ap6s centrifugagdo, a 11,000 g por 5
minutos, a fase aquosa (superior) foi transferida para novos tubos. O DNA foi
precipitado com 200 uL de Isopropanol. O precipitado, foi lavado com etanol 70%,
seco e ressuspendido em 100 pL de agua. Esta preparagdo de DNA foi utilizada na
analise das plantas transformadas utilizando PCR (como descrito no item 4.1), utilizou-
se 3 pul de DNA como molde e volume final de 15 pl..

3.4.4 Anilise da expressio em planta de A. thaliana utilizando Western Blot e
Ensaio de Elisa

Para obten¢do do extrato protéico, 3 a 4 folhas de plantas crescidas a partir da
germinacdo de sementes T2 foram maceradas em nitrogénio liquido € o po foi
solubilizado em 100 uL de tampdo de extragdo (125mM de Tris HCI p.H. 8.8; 0.1% de
SDS; 10% de glicerol e 50mM de Na;S,0,). Apds centrifugacdo (13.000 rpm por 10

minutos) o sobrenadante foi coletado.

Para realizagido do Western blot, 35ug de extrato de proteina (determinados pelo
método de Bradford, 1976) foram separados em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970) e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C* Amersham). Esta
membrana foi bloqueada em solugdo de gelatina 3% em TBS por 16 horas sob agitacéo
a temperatura ambiente e incubada com o anticorpo primario anti-aAl-1 produzido em
coelho (diluido 1:700 em TBS) durante 2 horas, a temperatura ambiente, sob agitacdo
constante. Adicionou-se o anticorpo secundario IgG HRP (Bio Rad) produzido em
coelho (diluido 1:1000 em gelatina 1% em TBS) e incubou-se por 2 horas, sob leve
agitacdo em temperatura ambiente. A cada incubagdo a membrana foi lavada comTBS-
Tween 0.02% (15 minutos a temperatura ambiente). As proteinas foram detectadas apés
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a adigdo da solugdo de revelagdo (mistura da Solugéio A: 3 mL de metanol gelado € 9
mg de HRP; com a Solugdo B: 15 mL de TBS e 12 mL de H,0,).

No ensaio de ELISA, os pogos de uma placa de microtitulagdo foram incubados
com 150pug de cada extrato protéico durante 2 horas a 37°C. O extrato protéico foi
descartado e os pogos foram lavados quatro vezes utilizando uma solugdo contendo
0,3% de leite em po; 0,05% de Tween-20 e 10% de PBS 10X. Foram adicionados 150
uL de solugdo bloqueadora (3% de leite em pd; 0,4% de EDTA 0.5M; 0,05uL de
Tween-20 e 100% de PBS 1X, corrigido para pH 8.0) € incubados a 4°C por 16 horas
com acréscimo de uma hora a 37°C. Os pogos foram lavados, adicionou-se 100 pL do
anticorpo primario anti-aAl-1 produzido em coelho (diluido 1:750 em PBS 1X) e a
placa foi incubada a 37°C por 2 horas. Os pogos foram novamente lavados e incubados
com 100 uL do anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina produzido em
coelho (diluido 1:5000 em PBS 1X) por duas horas a 37°C por 2 horas. Entdo, 150 puL
de solugdo de revelagdo foi adicionado (1Img/mL de pNPP dissolvido em solugdo 1 M
de dietanolamina, 0.5 mM de MgCl2, pH 9.8) apds a lavagem dos pogos. Apds 45
minutos de reagfo a absorbancia foi medida em 405nm. A quantificagio por ELISA foi
realizada com os extratos contendo os inibidores obtidos a partir da extragdo de
proteinas de folhas de trés plantas da geragdo T2. A concentragdo dos inibidores foi
determinada pela comparagio das absorbincias obtidas com uma curva padrio do a-
Al purificado.

3.5. Ensaio Inibitério de Atividade Amilasica in vifro contra a-amilases do bicudo

do algodoeiro

Para obtengfio do extrato protéico, folhas de plantas das geragGes T2 foram
maceradas em tampdo de extragdo (125mM de Tris HCI p.H. 8.8, 0,01% de SDS, 10%
de Glicerol € 50mM de Metabisuifito de S6dio) na propor¢ido de 1:1. Este extrato foi
centrifugado a 13.000 rpm a 4°C durante 30 minutos e o sobrenadante foi coletado.
Alternativamente, sementes da geragdo T2 foram maceradas, aproximadamente 25 pg, e
submetidas a extragdo de proteinas com 500 uL de tampdo de extragéo.
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A detecgiio da atividade inibitoria de a-amilase foi monitorada em de ensaios de
atividade in vitro utilizando o método de DNS (Bernfeld, P. 1955). Foi utilizado 100 pg
de extrato protéico (determinados pelo método de Bradford, 1976) misturado com a
enzima testada totalizando 50 puL de reagdo. A quantidade de enzima utilizada foi a
necessaria para liberar 30 pg de maltose, definida como uma unidade de atividade
amilasica (UA) que corresponde ao aumento de 0,1 na ODssonm. A reagéo de inibicéo
foi realizada a 37°C por 20 minutos. Em seguida foi adicionado 50 pl. de amido 1% e
incubadas a 37°C durante 30 minutos. Foi adicionado 100 uL. de DNS e foram fervidas
por 5 minutos. Um mL de agua foi adicionado e a absorbéncia foi determinada a 550
nm. Para o ensaio com os extratos das sementes T2, foi utilizado 20 ul do extrato total e
a concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976). Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

4. Resultados e Discussio

4.1 Purificacdo de a-amilases intestinais do bicudo do algodoeiro (AGA)

O perfil da cromatografia hidrofobica do extrato intestinal de larva de A. grandis
mostrou dois picos principais (Figura 4). O primeiro pico correspondente as proteinas
eluidas na concentragdo de 1 M de (NH4),SOy4, € o segundo, com atividade amilolitica
detectada nas fragdes 78 a 99, eluidas na faixa de 0,21667 M de (NH4),SO42a 0 M. Esta
purificagdo foi realizada de acordo com a purificagdo de a-amilases de Z. subfasciatus
(Silva et al., 1999). Na purificagio de ZSA, umas das fra¢Ses purificadas foi eluida na
concentragio de 0,3 M de sulfato de amonio, o que indica que as a-amilases do bicudo
do algodoeiro possuem similar hidrofobicidade. Nesta, a maioria das a-amilases foram
separadas das a-glucosidases durante as etapas de cromatografia (Silva et al., 1999).
Contudo, a atividade de a-glucosidases nio foi avaliada no caso da AGA. As fragGes
apresentando atividade amilasica foram reunidas € extensivamente dialisadas contra
agua destilada e posteriormente concentradas a vacuo. O SDS-PAGE e o ensaio de
atividade em gel do pico ativo é mostrado nas figuras 5a e 5b. A purificacdo das a-
amilases de bicudo foi obtida apenas parcialmente por meio da cromatografia

hidrofébica como mostrado na figura 3a.
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Fracoes

Figura 4: Cromatografia hidrofébica de extrato de larva de A. grandis em
Phenyl Sepharose CL 4B. Gradiente linear decrescente de (NFLASCH (-----).
Absorbancia a 280 nm (-----). Frages ativas (***).

4.2 Expressdo de Amytagl em P. pastoris

Vérias proteinas ja foram expressas com atividade em P. pastoris. Este sistema
possibilita a realizacdo de modificagdes pds-traducionais de eucariotos superiores, como
O e N-glicosilagdes, processamento de peptideo sinal, formacao de pontes dissulfeto e
dobramento adequado (Cereghino & Cregg, 2000). Para avaliar a atividade dos
inibidores de a-amilases selecionados, o gene Amylagl foi sub-clonado no plasmideo
pPIC9 para expressdao na levedura P. pastoris. O gene foi amplificado por PCR e sub-
clonado no plasmideo pGEM-T easy. Esta construcdo foi digerida com SnaBl e Notl e o
fragmento de aproximadamente 1,5 Kb foi ligado no plasmideo pPIC9 linearizado com
as mesmas enzimas (Figura 6). Este plasmideo possui o peptideo sinal do fator a
acasalamento de levedura a jusante do inserto possibilitando a secrecdo das proteinas
recombinantes para 0 meio de cultura. Apos a confirmacdo da presenca do gene no
plasmideo, este foi linearizado e utilizado para transformacao de P. pastoris. Dos clones
analisados por PCR, 20 foram plaqueados em meio contendo amido 1%. Apoés a
inducdo da Amylagl com metanol e ensaio de atividade amilésica em placa, trés clones

geraram fortes halos, indicando expressdo de amilase ativa (figura 7). Estes trés clones
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foram usados em experimentos piloto de expressdo (Figura 8). O nivel maximo de
atividade de AMYLAG?2 foi detectado apds 24 horas e 72 horas da inducdo. Apds, a
atividade manteve-se estavel ou diminuiu em rclagao a quantidade de proteina
secretada. No caso do clone 12, a atividade amilasica apds 148 horas de expressdo
aumentou, contudo a atividade no tempo anterior (124 horas) c estatisticamente
equivalente. A partir dai. o clone 5 foi escolhido para experimento de expressao cm
larga escala para producdo de AMYI.AG2 para ser testada com os inibidores dc a-
amilases selecionados para AGA semi-purifteada. Entretanto. a produgdo dc
AMYLAG2 cm quantidade suficiente para o teste da atividade inibitoria dos a-Als

200 kDa
97.4 kDa

68 kOa
43 kDa

29 kDa

18.4 kDa
14.6 kDa

Figura 5. Analise do enriquecimento dc AGA cm SDS-PAGE. (a) Anélise da
AGA enriquecida em Phenyl Sephurose CL 4B. Marc* Marcador de massa
molecular dc proteina, 1- extrato total, 2 - pico ativo, (b) ensaio em gel de
atividade amilolitica. l-extrato total. 2- pico ativo, (massa molecular
aproximada do marcador de proteina). O pico ativo foi utilizado nos
experimentos dc selecdo. A mobilidade clctrofonftica de AGA foi de
aproximadamente 39,6 kDa.

selecionados esta sendo realizada com a otimizacdo da expressdo com a utilizacdo de
diferentes meios ¢ c¢cm diferentes condi¢gbes dc pH, temperatura ¢ concctragdo de
metanol. Por meio da predicao da massa molécula a partir do cDNA. AMYLAG2, tem
aproximadamente 52,7 kDa.



Digestdo com SnaBlI ¢ Not |

SnaBI (B> Noll

Amylag?2
1.5 Kb

A Ligagéo

Figura 6: Representagdo csquematica da sub-clonagcm do gene Amylag! (AF527877) do bicudo do
algodociro. (A) O produto da PCR foi ligado no plasmideo pGEM-T easy (de replicagao) através das
estratégia de clonagem por complementaridade T-A. (C) O plasmideo AmytagVpGRM-T foi digerido com as
cn/imas .SmiBl e Not | e ligado no plasmideo pPIC9 (plasmideo para expressdo em P. pastoris) com
extremidades complcmcentarcs (C). Este foi lincalizado com Bgl 1l ¢ usado para transformacéo de célula

competente de P. pastoris (GSI115).
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Figura 7: Ensaio de atividade amilésica dos clones positivos para AGQAMY?2.
A placa com 1% dc amido foi incubada durante 4 dias com adic¢éo diéria dc

200 pL dc metanol. Apds, foi corada com solucdo dc iodina. Trés clones
exibem fortes halos de atividade amilésica.

° -amo

Figura 8 Expressdo de AGAMYL2 em P. pastoris (GSI15). A atividade
amilasica foi monitorada nos tempos indicados. O nivel méaximo de atividade
detectada foi apds 0 20e 3Cdia dc inducdo com metanol (1% concentracéo final

suplementado diariamente).



4.3 Procedimento de Seleciio de genes variantes de inibidores de a-amilases a

partir de AGA (Biopanning)

A tecnologia de Phage Display aliada as técnicas mutacionais (ex. DNA
shuffling, mutagénese sitio dirigida, e outras) tem sido amplamente utilizada para a
selegdo de moléculas submetidas a evolugio direcionada in vitro. Com a expressdo do
gene de interesse em fusio com uma das proteinas do capsideo viral pode-se obter
bibliotecas com milhdes ou até bilhdes de moléculas variantes expostas na superficie do
fago. E, a partir de interagdes especificas, ligantes podem ser selecionados. A aplicagio
destas metodologias possibilitou a sele¢do de varios inibidores de enzimas (Soumillion
et al., 1994, Tanaka et al., 1995, Krook et al., 1997, Beekwilder et al., 1999, El Zoieby
et al., 2003, Desjobert et al., 2004) e anticorpos especificos para varios antigenos
(McCafferty et al., 1990; Barbas et al., 1991; Clackson et al., 1991), ligantes com alta
afinidade para seus receptores também foram selecionados (Lowman et al., 1991, Choo
& Klug, 1994), enzimas ativas cataliticamente (Heinis, et al., 2001), com nova atividade
e/ou termoestaveis (Atwell & Wells, 1999, Wang, et al., 2002; Loo, et al.,2004; Veen,
et al., 2004). A expressio de inibidores de proteinases na superficie de fagos
possibilitou a selegio de moléculas com maior especificidade para a enzima alvo
(Mconnell & Hoess, 1995; Kiczak ef al., 2001; Valpicella, et al. 2001). A partir de uma
biblioteca de inibidor de triptase com 5.2 x 10" variantes para as posi¢des P1-P4’ do
sitio reativo foi possivel selecionar potentes inibidores especificos para elastase de
neutréfilo (Ki 0,5 nM) e para plasmina (Ki 1,5 nM) (Campos et al., 2004). Afideos
foram controlados por inibidores de tripsina de mostarda (MTI) selecionados contra o.-
quimotripsina a partir de uma biblioteca combinatéria de MTI com cinco coédons
mutados na regido do sitio ativo demonstrando que esta tecnologia pode disponibilizar
novos moléculas efetivas no controle de pragas e patdgenos para utilizacdo em
programas de melhoramento de culturas com importincia agro-econémica, por meio de
técnicas de engenharia genética vegetal (Ceci ef al. 2003).

De acordo com Barbas III ef al. (2001) de 3 a 6 ciclos de selegfo sfo suficientes
para enriquecimento de fagos especificos. Para selegio de genes variantes de inibidores
de a-amilases com afinidade para AGA parcialmente purificada cinco ciclos (ciclo 1 a
5) de selegdo foram realizados. O numero de lavagens realizadas nos ciclo 1,2,3,4 ¢ 5
foram 5, 7, 9, 11 e 13, respectivamente. A lavagem possibilita um aumento na
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estringéncia da sele¢do permitindo eliminar os fagos que ndo se ligaram e os que se
ligaram fracamente, fazendo com que a cada ciclo haja um aumento na populagdo de
fagos especificos, até que seja atingida uma saturagdio. Observou-se que no ciclo 2 a
populagdo de fagos enriqueceu 112 vezes quando comparada com o ciclo 1 (anterior)
(Figura 9). Uma vez que, nos ciclos 3 e 4 houve uma estabilizagdo na quantidade de
fagos de entrada (i.e., fagos colocados em contato com a enzima AGA a cada ciclo) € os
titulos de fagos de saida (i.e., fagos selecionados a cada ciclo, representando os fagos
eluidos com a enzima adsorvida a microplaca) mantiveram-se constantes durante a

selegdo, o ciclo 3 foi escolhido para as anélises de expressdo e seqiienciamento.

6x107
5x107
4x107
3x107
2x107 -
1x107

Fagos eluidos (%)

1 2 3 4 5

Ciclo 0s5,7,9, 11,13
lavagens

Figura 9: Titulagio de fagos. Porcentagem de fagos eluidos no experimento
de biopanning de variantes de inibidores de a-amilases com afinidade para
AGA (fagos de saida/fagos de entrada). No ciclo 3 houve um
enriquecimento de 112 vezes na populagio de fagos eluidos.

4.4 Anilise de Expressio utilizando Imunodetecciio (Dot Blot) dos variantes para

inibidores de a-amilases

A andlise de expressdo de 86 clones individuais selecionados do ciclo 2 de
biopanning foi realizada por meio de imunodetecgio para selecionar clones expressando
os variantes de a-Als. A técnica escolhida consiste em um ensaio, onde se aplica a
amostra (produto da expressdo) diretamente na membrana, sem necessidade de
fracionamento anterior. Esta permite a andlise simultinea de multiplas amostras e foi

viavel em fungdo da quantidade de clones analisados. O sinal detectado dos clones
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expressos foi comparado com o obtido no controle positivo (HD7) ¢ o com o do
controle negativo (fago helper) Dos clones analisados. 31 foram identificados como
positivos (Figura 10). O DNA de cada clone foi utilizado em PCR para andlise da
integridade dos genes. Destes. 26 clones integros positivos foram escolhidos
aleatoriamente e scquienciados.

Al A2 A3 A4 AS Ab6 AT AS A9 AIO All Al2
<9 . . :
Ul B2 H3 1)4 us uUé B7 BS U9 ulo Bl 1 Cl
C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 cs CIO Cl1 DI D3 134
D5 D6 D7 139 110 DI2 El E3 E4 E5 E6 E7
. O R . . o
E* E9 EIO EI'l EI2 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
ia . . .
F9 FIO Fl1l ol 02 03 04 05 06 07 08 09
. . .
«l10 ol1 012 Hl 112 113 114 M3 116 H7 118 H9
HIO HI1 HD7
O .

Figura 10: Andlise da expressdo de 86 clones variantes de inibidores dc ct-
amilases com afinidade para AGA (2o ciclo dc biopanninf’). Os clones
apresentando sinal positivo (vermelho) cm compara¢do com o controle
(HD7, em azul. proteina com epitopo para hemaglutinina) foram
submetidos ao scqucnciamento.

4.5 Scqucnciamento ¢ Analises dc Sequéncias dos genes variantes dc a-Als

Os padroes dc mutacBes observados nos genes selecionados foram bastante
diversificados, dificultando inferéncias a partir das analises de sequiéncias primarias. A
figura 11 apresenta um esquema ilustrativo das regides mutadas dos inibidores de a-
amilases que apresentaram afinidade para AGA. Osa-All e a-Al2 possuem 56
posicdes distintas (aminoécidos ndo conservados) que poderiam ser encontradas nos
inibidores selecionados, 0 que possibilitou a classificacdo destes em trés grupos, dc
acordo com o numero dc posicdes idénticas as moléculas parentais. Assim, a sequiéncia
dc aminoéacidos dos mutantes A3, B2. HIO, Al. G8, A5, E8. BI, E7, All, DIO, Dr.
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El2, DI2, FT7, G9, G3 e F8, A4, H5 foram, em sua maioria, idénticas as do a-All ea-
Al2, respectivamente, ambos em mais de 65% das posicBes. As seqiiéncias dos
mutantes C11, B10, C3, G4, D9, Eli tiveram 40-60 % de identidade nas posicOes
relativas ao a-All e a-Al2. Foram identificadas seqliéncias que ocorreram mais de uma
vez em clones distintos, como no caso dos clones B10, C3; B2, H10, Al; E12, D12. A

Figura 11: llustracdo esquematizada dos diferentes clones selecionados contra AGA resultantes da
recombinacéo dos genes a-All e 0 a-Al2. Em azul as posi¢cBes do a-All e em vermelho do a-Al2. Em
turquesa as regibes diferentes dos genes parentais. Os inibidores em destaque foram utilizados para
transformacédo de planta.
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ocorréncia destas seqii€éncias repetidas indica possivelmente que podem ter maior
afinidade pelas o~-amilases do bicudo do algodoeiro. Assim, as analises da atividade
inibitéria de cada um dos mutantes selecionados aliada aos estudos das estruturas tri-
dimensionais em complexo com AGA permitirfio a identificagio dos residuos

envolvidos na intera¢io enzima/inibidor.

4.6 Transformacio de A. thaliana com Inibidores de a-amilases Utilizando o
método de Imersio do Botio Floral

Para avaliar a atividade dos variantes de inibidores de a~amilases com afinidade
para AGA, estes foram previamente sub-clonados no plasmideo para expressio em
planta, pCAMBIA2300. A. thaliana foi a planta escolhida. Dentre as plantas modelo
para transformagdo, A. thaliana é a mais estudada. O seu genoma foi completamente
seqlienciado sendo o primeiro dentre as espécies vegetais. Muitos estudos foram
desenvolvidos com esta planta para a identificagdo ¢ determinagdo das fung¢des de varios
genes (Arabidopsis Genome Iniciative, 2000). Utilizando um método de transformagéo
simplificado, onde botdes florais sfo imersos em uma solugio de A. tumefasciens
(Clough & Bent, 1998), esta planta pode ser uma importante ferramenta para expressdo
de genes para analise de atividade.

Os a-Als de feijdo comum (1 e 2) se tornam ativos somente contra a-amilases
ap0s serem modificados pés-traducionalmente para uma forma heterotetramérica, onde
duas subunidades glicosiladas, a e B (7.4 e 14 kDa, respectivamente), interagem por
meio de ligagdes ndo covalentes. Esta modificagio envolve uma clivagem na carboxila
do residuo Asn77 por uma protease Asn-especifica € remo¢io da Asn 79 por uma
carboxipeptidase. Ainda, 19 residuos C-terminais da subunidade § sdo removidos
(Young et al., 1999). O sistema Phage Display utiliza células bacterianas para
replicagdo e amplificagdo das populagdes dos fagos durante o procedimento de selegéo.
O fagomideo utilizado possibilita que o gene clonado seja expresso em bactéria que
suprime ou ndo suprime o codon de parada 4mbar (separando a proteina de interesse da
proteina do fago), possibilitando a expressdo da proteina de interesse fusionada ou ndo a
proteina viral. Contudo, a utilizacio da bactéria ndo supressora ¢ favoravel, uma vez que

a proteina produzida é secretada para o meio de cultura livre da proteina de fusdo viral.
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0 sistema bacteriano ndo é capaz de fazer as modificagdes pos-traducionais necessarias

para a geracdo de moléculas de inibidores de a-amilase ativos.

4.6.1 Sub-Clonagem dos Inibidores de a-amilaxcs cm Plasmideo para Expressdo

em Planta

I>entrc 0s genes dos inibidores de a-amilases selecionados por afinidade para
AGA que tiveram 40-60 % de identidade nas posi¢Oes relativas ao a-Al 1e a-Al2 (Cl L
C3, G4, Eli, Figura 11) ¢ um com mais de 65% de identidade com o a-All (Ali,
Figura 11) foram amplificados a partir do fagomideo (figura 12). Os fragmentos com
aproximadamente 741 pb foram ligados ao plasmidco pCAMBIA2300 conforme
esquema apresentado na Figura 13. O plasmideo contendo 0s genes para os variantes foi
denomidado pCAMBIA2300/a-Als. Alguns clones resultantes das transformacdes de E.
coli (XLI-Blue) foram analisados por PCR ¢ digeridos com Xma\ ¢ Saci. Na maioria
dos clones analisados foi confirmada a presenga dos genes para os variantes (Figura
14).

Figura 12: Analise da PCR dos genes dos inibidores dc a-amilase
selecionados para AGA (ClI 1 C3, G4, Eli). Amplificacdo
realizada a partir do DNA dos fagomideos do 2o ciclo de sele¢éo.
M: marcado de massa molecular 1 Kb DNA ladder; I: Cl 1; 2: C3;
3: G4; 4: El 1e 5: controle positivo ()CAMBIA2300/a-All). Os
iniciadores utilizados foram 5’XMAL e 3’SACI. O fragmento de
741 bp amplificado rcfcre-sc aos inibidores dc a-amilases.
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Figura 13: Esquema da construcdo do plasmideo para expressdo dos variantes de
inibidores dc a-amilascs selecionados por afinidade para AGA. (A) casssete de
expressao do plasmideo pUC19 ligado no plasmideo pCAMBIA2300. (B) Plasmideo
pCAMBIA2300 com cassete de expressao contendo o promotor 35sCaMV donraoo :
terminador NOS. (C) Plasmideo utilizado na transformacéo de A. thaliana contendo os
variantes dc inibidores dc a-amilascs selecionados por afinidade para AGA C3, Cl 1,
G4.E11 eAll.
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transformacdo depende de varidaveis como a idade da planta, a concentracdo de
surfactante e de agucar utilizado no meio de imersdo. Neste estudo, a concentracdo de
Silwet L-77 utilizada para transformacdo de plantas de A. thaliana com os genes dos
inibidores de a-amilases foi de 0,2% e 5% de sacarose conforme o protocolo. Como as
plantas utilizadas nestes experimentos foram mantidas cm casa de vegetacdo, as baixas
taxas de transformacéo obtidas (Tabela 1) podem estar relacionadas com as variagdes
ambientais ocorridas durante o crescimento da planta, afetantando o vigor e
principalmente a o desenvolvimento dos botbes florais. As plantulas positivas (obtidas
apos a germinacgdo das sementes e desenvolvimento em meio seletivo com canamicina)

foram confirmadas por PCR utilizando os iniciadores 5’XMAI e 3’SACI (Figura 15).

Figura 14: Selecdo das plantas transformadas de A. thaliana
em meio seletivo contendo canamicina (10U pg/mL). As
sementes que desenvolveram plantas com folhas verdadeiras
quando comparadas com as sementes negativas, toram
utilizadas para anélise da presenca dos genes para 0s variantes
de inibidores de cx-amilascs.
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lahcla 1- 1axa de transformacdo das olantasdc A. Ihaliana transformadas com a-
Als/pC2300 modificado.

Construcdo N®de sementes N®de plantas Taxa dc
génica plaqueadas positivas transformacédo em
_ <%) ;
Ali 2.280 2 0.09
C3 2.597 5 0.19
Cll 7.559 5 0.07
Eli 6.610 3 0.05
G4 2.519 5 0.20

1 2 3 4 5 6 7 89 100 11

850 ob
650 pb

Kigura 15: Andlise por PCR da transformacdo de A. lhaliana por imersdo
do botdo floral. O DNA dc folha das plantas crescidas em casa dc
vegetacdo foi utilizado como molde. 1: marcador 1 Kb plus DNA ladder; 2:
controle positivo (inibidor de ct-amilase 1dc feijdo comum); 3: planta ndo
transformada; 4 e 5: plantas Cl 1; 6 ¢ 7: plantas C3; 8 ¢ 9: plantas (»4; 10 e
11: plantas EI 1.0 fragmento amplificados contém 741 pb.

4.6.3 Andlise da expressdo em planta dc A. lhaliana utilizando Western Blot e

F.nsaio de F.lisa

As plantas transformadas com os genes variantes de inibidores de a-amilases:
/flic C3 (escolhidos dentre as plantas transformadas que produziram mais folhas)
foram utilizadas para analise da expressdo ¢ do processamento das proteinas
recombinantes. O Western blot do extrato total destas plantas apresentou dois
fragmentos, um de aproximadamente 11 kDa c outro dc !4kDa, correspondentes as sub-
unidades a e (3 respectivamente. Estes fragmentos também foram detectados no extrato
de feijdo comum, Phaseolus vulgaris, que possui 0 a-All. Isto demonstra que as

moléculas recombinantcs foram adequadamente processadas para a forma ativa
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possibilitando avalid-las quanto a atividade inibitoria para a AGA (Figura 16). Estes
inibidores ja foram expressos ativamente cm plantas como ervilha (Morton et ui, 2000),
Cicer arielinum (chikpca) (Sarmah et ai, 2004), feijao azuki (Nishizawa, et ai, 2006) ¢
tabaco (Silvaetai, 2000). Quando expressos em A. thaliana estes foram processados de
acordo com o inibidor parental, confirmando que o sistema homologo é necessério para
a modificacdo pds-traducional correta.O ensaio inibitorio de atividade amilasica foi
rcali/ado com os extratos de plantas contendo os variantes de inibidores C3, Cl I, Alle
Alie anteriormente quantificados por meio de ensaio de ELISA. A concentracdo dos
inibidores C3, Cl 1, All e F.Il foi de aproximadamente 0.01, 0.03, 0.01 ¢ 0.01%,
respcctivamentc. das proteinas totais. Esta determinacdo foi reali/ada por meio da
comparagdo com a curva padrdo construida para diferentes concentragtes do a-All
(R2° 0,99). Esta alternativa possibilitou a obtencdo de quantidade minima necessaria
para 0s experimentos preliminares de atividade inibitoria de AGA, uma vez que a
quantidade de inibidor obtida a partir de plantas individuais estava sendo um fator
limitante para anélise da atividade.

Figura 16: Analise da expressdo dos inibidores de a-amilasc cm A. thaliana.
Western lllot de proteinas totais de extratos de plantas transformadas com os
inibidores de a-amilascs. |: marcador Bech Marte protein ladder; 2: controle positivo
(inibidor de a-amilasc | de feijdo comum); 3: planta ndo transformada: 4: planta
transformada com o inibidor C3; 4: planta transformada com o inibidor All. As
setas indicam as subunidades ac[) que formam a molécula ativa do inibidor.



4.7 Ensaio Inibitorio de Atividade Amilasica in vitro contra a-amilascs do bicudo

do algodoeiro

A atividade inibitdria dos inibidores C3, Cl 1, El 1 ¢ Al | est4d demonstrada na
figura 17. Nos ensaios, a concentracao do extrato total de proteinas utilizada para cada
um dos variantes foi de 100 pg. Apds 0s ensaios inibitdrios, as concentracdes de cada
variante no extrato foi determinada por ELISA. O inibidor C3 inibiu 60.4% da atividade
de AGA na concentragdo de 3.9 nM, o CM inibiu 56.7% com 117 nM. o Al | inibiu
75.5%. com 4.9 nM ¢ o El 1 36.1% com 4.7 nM. Os inibidores parentais ndo foram

Figura 17: Atividade inibitoria dos variantes de inibidores de u-amilases expressos

cm A thaliana, C3, CI1.All.EII, dos inibidores de a-amilase | (Ali) e 2 (A12)
de feijdo comum contra AGA.

ativos contra a AGA, contudo o a-Al | inibiu 86.08% da atividade amiléasica de PPA e o
a-Al2, similarmente mais de 70.96% da atividade de ZSA. na concentracdo de
aproximadamente 10 nM. A inibicdo detectada para os variantes selecionados foi
similar a inibicéo observada para os a-amilascs do Cryptolestesferrugineux ¢ Triboiium
castaneum onde 50% de inibic&o foi obtidacom 109e 4.2 nMc 2.4 e 4.8 nM de a-Al 1,
em pH 4.5 e 6.0. respcctivamentc (Kluh et al., 2005). A inibicdo de 50% da atividade
das a-amilascs de Hypothenemus hampei utilizando o inibidor a-AlPcl expresso cm
tabaco foi obtida apenas com mais de 75 ng do inibidor (Pereira et al., 2006).
Entretanto, o inibidor a-AlPcl foi testado com o extrato intestinal de //. hampei que
possui majoritariamente duas a-amilases (Valencia, et al., 2000). O inibidor de feijdo
comum, PvCAI inibiu a ZSA com a concentracdo de 5.5 e 9 pM, restando apenas 10%
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de alividadc amilolitica residual (Daylcr el al., 2005). A inibicdo dc 60% da atividade
amilasica das a-amilascs do brugquideo A. obleciux, AoAl e AoA2 com inibidores dc
trigo 0.19 c¢ 0.53, foi alcancada com a concentracdo dc 3,75 pM e 25 pM,
respectivamente (Franco el al., 2005). Adicionalmente, a atividade inibitdria do extrato
protcico de sementes das plantas T2 foi avaliada. As plantas analisadas de cada inibidor
foram: plantas 1c 2, do Al I; plantas 2 e 4. do C3; plantas 1, 4 ¢ 5, do Cl I; plantas | e
3,do LI 1e plantas I, 2, 3,4 c 5do G4 (Figura 18). Apenas as plantas | do variante Cl |
e do El 1e 3 planta 4 do G4, foram ativas contra AGA. com 10.5, 19.64 ¢ 48.94% dc
inibicdo. A concentracdo de proteina total destes extratos foi 0,2 pg/pL para Cl | planta
1,1.1 pg/pl. para Fl | planta I e 0.97 pg/pL para G4 planta 4, mas. a concentra¢éo dos
inibidores presentes no extrato ndo foi determinada. No entanto, a analise destes
resultados demonstra que apenas estes trés foram ativos, devido, provavelmente ao
maior nivel de expressdo destas plantas. A auséncia dc inibicéo pode estar relacionado

Figura 18: Atividade inibitdria dos variantes de inibidores de a-amilases selecionados
por afinidade para a-amilases de A. grandis (AGA). No ensaio inibitorio foram usados

extratos protcicos dc sementes dc plantas T2. Ali e 2: Inibidor dc a-amilase | ¢ 2;
Variante C1lplanta I; E11planta | e G4 planta 3

com a pequena quantidade do inibidor utilizada no ensaio. Entretanto, estes dados seréo
confirmados com a quantificacdo da expresséo dos inibidores utilizandos por meio de
ensaio ELISA. Estes resultados indicam que os variantes selecionados sdo inibidores
muito ativos para AGA. Contudo. Olivcira-Ncto el al. (2003) relatou que o a-Al2 inibiu
cerca dc 20% da atividade das a-amilases intestinais do bicudo. Os estudos de
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modelagem molecular utilizando a estrutura tridimensional predita das a-amilases do
inseto em complexo com os inibidores indicaram os residuos envolvidos na interagdo e
discutiu o tipo de inibicdo encontrada. Compara¢des de seqiiéncias entre TMA e
AMYLAG1 ¢ AMYLAG2 definiu que estas t€m dois residuos a menos (138 e 294,
numeragdo de TMA). Os modelos construidos demonstraram que a dele¢io do residuo
294 faz com que o loop onde se localiza tenha um encurtamento que gera repulsdes
estéricas quando o a~All esta ligado. Além disso, a substitui¢do de duas glicinas neste
loop (292 e 293) nas a-amilases do bicudo reduzem a sua flexibilidade estrutural. Esta
flexibilidade ¢ importante para ligagdo do inibidor a enzima (Strobl et al., 1998;
Nahoum et al., 1999). A enzima ZSA também ndo € inibida pelo a-All e similarmente
as do bicudo do algodoeiro, ambas t€ém um Joop curto e rigido com menos residuos de
glicina. Estd enzima € inibida pelo a-Al2 que tem dois residuos a menos que o a-All
nas regides de interagdo enzima/inibidor (Grossi-de-Séa et al., 1997). Comparando a
sequéncia primdria deste Joop nas seqiiéncias dos inibidores C3, C11, All e El1, nos
dois primeiros (C3 ¢ C11) t€m o loop “curto” do a-Al2 e os dois ultimos (A1l e E11) o
loop “longo” do a-All. Além disso, possuem outras diferengas ao longo das seqii€ncias
(dados ndio mostrados). A interagdo proteina-proteina possibilita a selegdo por Phage
Display, contudo, enzimas e inibidores, precisam ter atividade catalitica e inibitéria
aliada a capacidade de ligag@o (Verhaert et al., 2002). Além de um eficiente método de
selecdo, estudos de atividade s3o necessdrios para caracterizagdo das enzimas ou
inibidores variantes. Cabe ressaltar que nos experimentos de Western blot, ELISA e
ensaio de atividade inibitdria, foram utilizados os extratos de um pool de plantas (3) T2
(geragdo F2). A partir destes resultados preliminares, ensaios adicionais serdo
realizados. Atualmente, doze plantas da geragdo T2 de cada constru¢do estdio em
desenvolvimento para que sejam analisadas individualmente quanto ao nivel de
expressdo € avaliagdo da atividade inibitoria de AGA. Ap6s a determinagdo da
concentragdo dos inibidores expressos nas plantas de A. thaliana, extratos destas serdo
incorporadas em dieta artificial do bicudo do algodoeiro para avaliagio do efeito toxico

in vivo.

Os inibidores de a-amilases variantes, 0 a-All e o a-Al2, sd3o potenciais
moléculas a serem utilizadas em programas de melhoramento vegetal. Estas moléculas
sdo foco de importantes linhas de pesquisa que avaliam a atividade, especificidade e

efeitos toxicos em organismos ndo alvos. Quando o a-All foi expresso em ervilha, a
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infestacdo de sementes do inseto B. pisorum foi completamente impedida em condigdes
de campo e armazenamento. Embora ervilhas expressando a-Al2 ndo tenham tido a
infestacdo de suas sementes reduzida o desenvolvimento do inseto foi retardado em
aproximadamente trinta dias, indicando uma possibilidade para controle deste inseto-
praga (Morton et al., 2000). Recentemente, foi demonstrado novamente que a expressdo
do a-All em Cicer arieticum protegeu a planta do ataque do bruguideo C. maculatus
(Ignacimuthu & Prakash, 2006). Um estudo interessante realizado por Nishizawa ef al.
(2006) demonstrou que a resisténcia de acessos de feijdo comum ao bruquideo Z.
subfasciatus ndo depende apenas da presenca do a-AI2. Outros fatores presentes nestes
acessos agem sinergicamente provocando a resisténcia observada. Este indicativo
fortalece a idéia de combinagfio de genes de resisténcia na transformagdo de plantas
para obten¢do de linhagens eficazes no controle de insetos-praga e patégenos. Estudos
de especificidade e de toxicidade para varios organismos nio alvos também foram
realizados para o a-All purificados de sementes de feijio comum cultivar Magna. Ele
foi capaz de inibir as a-amilases dos insetos coledpteros Crytolestes ferrugineus, T.
castaneum, dipteros Drosophila melanogaster, Sarcophaga bullata, himenépteros
Monomorium pharaonis, Apis mellifica, Venturia canescens, na variagio nM de
concentragio (Kluh et al., 2005). Adicionalmente, foi demonstrado que ervilhas
transgénicas expressando a-All ndo provocou efeito anti-nutricional significativo em
camundongos alimentados com dietas contendo 30% de farinha das sementes
transgénicas (Pusztai ef al., 1999). Entretanto, foi demonstrado que o a-All expresso
em ervilha possui um padrdo de glicosilagido diferente do a-All produzido em feijdo
comum, o que estimula sistémicamente o sistema imune de camundongos expostos aos
extratos das plantas transgénicas (Prescott et al., 2005). Além disto, o a-All produzido
em ervilha possui capacidade imunomodulatéria elicitanto o sistema imune contra
outras proteinas consumidas concomitantemente com o inibidor (Prescott et al., 2005).
Isto demonstra a necessidade de estudos comparativos das proteinas produzidas
transgenicamente com as produzidas nas plantas de origem. Salienta-se que esta
caracteristica observada ndo deve ser generalizada, uma vez que Lupinus angustifolius
expressando albumina de semente de girassol e Cicer arietinum expressando o a-All
ndo geraram a imunogenicidade observada para caso do a-All produzido em ervilha
(Prescott et al., 2005). Estes dados demonstram a necessidade de gera¢do de moléculas

mais especificas para o inseto-alvo, assim como atengédo especial para o hospedeiro que
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produzird a proteina téxica, uma vez que modificagdes pds-traducionais especificas do

hospedeiro podem gerar caracteristicas indesejadas na proteina.

5. Concluséo e Perspectivas

As a-amilases do bicudo do algodoeiro (AGA) foram parcialmente purificadas
em cromatografia hidrofobica e foram utilizadas em experimentos de biopanning para
selecdo de variantes de inibidores de a-amilases. A aplicacdo das técnicas utilizadas na
evolugdo direcionada, DNA shuffling e Phage Display, possibilitou a selecédo de
variantes de inibidores de a-amilases com afinidade para AGA. Ainda, a a-amilase do
bicudo do algodoeiro, Agamyll, foi expressa em P. pastoris para caracterizacdo da
atividade dos inibidores selecionados, contudo, a expressdo serd otimizada para
caracterizacdo enzimatica da mesma e para determinacdo da Kg dos inibidores
selecionados. Os estudos preliminares da atividade inibitoria de a-amilase dos variantes
selecionados contra AGA demonstrou que o C3, Cl 1, El 1 e Al 1 expressos em plantas
de arabdopsis sdo ativos para AGA. Contrariamente, a atividade ndo foi detectada com
0 a-All nem com o a-Al2, utilizados para construcdo da biblioteca combinatoria. A
construcdo de modelos tridimensionais dos inibidores selecionados neste trabalho
permitird o entendimento do mecanismo de interacdo envolvendo o complexo
mutante/AGA. Em adigdo, as informacdes obtidas contribuirdo para estudo das
interacdes entre os inibidores e as a-amilases o que, no futuro, facilitard a sintese de
moléculas mais efetivas e direcionadas as insetos-praga e patdgenos de interesse para a
agricultura, assim como para o tratamento de doencas relacionadas a atividade das a-
amilases (e.g diabetes). O mutante apresentando maior atividade inibitdria contra as a-
amilases do bicudo, serd utilizado em programas de melhoramento do algodoeiro por
transgenia. Além disto, construces génicas dos vinte e dois mutantes remanescentes
estdo sendo utilizadas para transformacdo de A. thaliana para avaliagdo da atividade
inibitdria, especificidade e toxicidade in vivo dos variantes. Os mutantes selecionados
neste trabalho podem ser novamente recombinados por DNA shuffling e procedimentos
de biopanning contra AGA podera permitir a sele¢cdo de inibidores com a atividade
potencializada com relagdo aos inibidores aqui selecionados.
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