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RESUMO

Os genes cry4Aa e cry4Ba, pertencentes a diferentes estirpes brasileiras de Bacillus
thuringiensis, S1806 e S1989, respectivamente, foram amplificados por PCR e clonados em
um vetor de clonagem. A andlise do seqiienciamento do gene cry4Aa mostrou alta
identidade com outras seqiiéncias do gene ja descritas e este foi clonado tanto no vetor de
transferéncia pSynXIVVI+X3, como no pFastBac®1 para expressdo e andlise da toxicidade
da proteina heteréloga a partir dos baculovirus construidos por recombina¢do homdloga,
vSyncry4Aa, e por transposi¢do sitio-especifica, vBacCry4Aa. O gene cry4Ba foi
introduzido no vetor pSynXIVVI+X3 dando origem, por recombinacdo homodloga, ao
baculovirus recombinante vSyncry4Ba. Os virus recombinantes, derivados de
recombinacdo homodloga, foram isolados em placas de 96 pocos, enquanto o virus
recombiante obtido por transposicao foi isolado de coldnias de células de Escherichia coli
DH10Bac™ crescidas em placas de Petri contendo antibiéticos, X-Gal e IPTG. Células de
inseto BTI-TN5B1-4 foram infectadas com os virus recombinantes isoladamente € mRNA
derivados dos extratos celulares (72 h.p.i.) analisados por RT-PCR, para confirmagao da
expressdo e presenca de transcritos especificos para os genes. Extratos de larvas de
Spodoptera frugiperda, infectadas com os virus recombinantes (120 h.p.i.) foram
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), mostrando a presenca
de bandas de aproximadamente 128 e 130 kDa correspondentes aos tamanhos das proteinas
Cry4Aa e Cry4Ba, respectivamente. Possiveis cristais das proteinas recombinantes foram
observados por microscopia de luz. Bioensaios com os extratos de insetos infectados

mostraram-se téxicos para larvas de segundo instar de Aedes aegypti.
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ABSTRACT

The cry4Aa and cry4Ba genes from Brazilian strains of Bacillus thuringiensis, S-1806 and
S-1989, respectively, were amplified by PCR, cloned into a plasmid cloning vector and
sequenced. Sequence analysis of the cry4Aa gene showed high identity to previous known
cry genes and it was cloned into both pSynXIVVI+X3 and pFastBac®1 transfer vectors for
expression and toxicity analysis of the heterologous proteins derived from the recombinant
baculoviruses constructed by homologous recombination (vSynCry4Aa) and transposition
(vBacCry4Aa). The cry4Ba gene was introduced into the transfer vector pSynXIVVI+X3/3
resulting in the construction of the recombinant virus vSynCry4Ba by homologous
recombination. The recombinant viruses, derived from homologous recombination, were
isolated by serial dilution in 96 well plates while the recombinant virus produced by
transposition was isolated from Escherichi coli (DH10Bac™) colonies grown on Petri
dishes containing antibiotics, X-Gal and IPTG. Insect cells BTI-TN5B1-4 were separetly
infected with the recombinante viruses and mRNA from cell extracts (72 h.p.i.) analysed by
RT-PCR, in order to confirm the presence of the genes specific transcripts. Recombinant
viruses infected insect extracts (120 h p.i.) were analysed by polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) showing the presence of polypepitide bands of around 128
and 130 kDa, corresponding, respectively to the sizes of the proteins Cry4Aa and Cry4Ba.
Putative crystals from the recombinant proteins were observed by light microscopy.
Bioassays with virus-infected insect extracts were shown to be toxic to second instar Aedes

aegypti larvae.
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1- INTRODUCAO GERAL

O controle de insetos vetores de doencas humanas é um dos aspectos mais
relevantes em satde publica, na atualidade, principalmente nos grandes centros urbanos
com crescimento demografico nao controlado e falta de saneamento bésico adequado. Este
tipo de ambiente é favoravel ao desenvolvimento de insetos transmissores de doencas para
o homem.

Na década de 80, com o surgimento de novas técnicas, especialmente aquelas
voltadas para a tecnologia do DNA recombinante, e manifestacdes publicas a respeito do
uso abusivo dos inseticidas convencionais, levaram a um aumento, cada vez mais crescente,
do interesse dos 6rgdos de pesquisa e industrias sobre a utilizagdo de microorganismos
como alternativa bioldgica no controle de insetos prejudiciais a agricultura e a sadde
publica.

Bacillus thuringiensis (Bt)

Entre os agentes microbianos, com atividade entomopatogénica, destaca-se o
Bacillus thuringiensis (Bt), uma bactéria aerdbia, gram-positiva, da familia Bacillaceae
caracterizada pela produgao, no momento da esporulacio, de inclusdes protéicas cristalinas
que sdo tdéxicas para vdrias ordens de insetos (Feitelson et alli, 1992). Estas inclusdes sido
compostas de uma ou vdrias proteinas com propriedades inseticidas (3-endotoxinas)
classificadas em duas grandes familias — toxinas Cry e Cyt — baseado na similaridade de
suas seqiiéncias de aminodcidos (Hofte & Whiteley, 1989; Crickmore et alli, 1998).

O Bt foi inicialmente caracterizado como um patdgeno de insetos, e sua atividade
inseticida foi atribuida largamente ou completamente (dependendo do inseto) as inclusdes

protéicas cristalinas. Essa observagdo levou ao desenvolvimento de bioinseticidas baseados



em B. thuringiensis para o controle de certas espécies de insetos dentre as ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Schnepf et alli, 1998).

B. thuringiensis jA € uma alternativa ou suplemento para a aplicacdo de pesticidas
quimicos sintéticos na agricultura comercial, manutencdo de florestas e controle de
mosquitos que sdo vetores de algumas doengas tropicais como maldria e febre hemorragica
viral.

Uma das vantagens da utilizacdo de B. thuringiensis € a sua especificidade aos
insetos sensiveis a agcdo de suas toxinas. Desta forma, esta bactéria ndo possui efeito
poluente a0 meio ambiente, pois € indcua a mamiferos, outros vertebrados e as plantas
(Whiteley & Schnepf, 1986, OMS, 1987).

Baculovirus

Desde a década de 1980, os baculovirus tém sido extensivamente utilizados como
vetores de expressao de genes heter6logos. A popularidade deste sistema fundamenta-se na
combinacdo de altos niveis de expressdao com a habilidade de realizar a maioria das
modificagdes pos-traducionais eucaridticas de maneira auténtica (O’Reilly, 1997). O
sistema de expressdo de proteinas heterélogas usando baculovirus, baseia-se na introducao
de genes no genoma de um baculovirus sob o comando de um promotor forte. Trabalhos
anteriores ja demonstraram a utilidade do sistema de expressdo baseado em células de
inseto e baculovirus para a expressdao, em grande quantidade, de proteinas Cry similares as
proteinas nativas de B. thuringiensis (Merryweather et alli, 1990; Pang et alli, 1992;
Ribeiro & Crook, 1993, 1998; Chang et alli, 2003).

Aedes aegypti
O Aedes aegypti é um vetor oriundo do continente africano (Chiaravalloti-Neto,

1997). Foi erradicado do Brasil pela primeira vez em 1958, mas, em 1967, reapareceu em



Sao Luis e Belém, sendo em seguida eliminado (Franco, 1976). Em 1976, com origem em
um foco em Salvador, inicia-se a recoloniza¢dao no Brasil. Em 1977, foi encontrado no Rio
de Janeiro e Santos; em 1979, em Natal, e em 1981, no Parand (Marques, 1985; Neves &
Pinho, 1996). Durante esses anos, as medidas de controle eram esporadicas e isoladas. Isso
fez com que em 1985-1986, o A. aegypti fosse encontrado em praticamente em todos os
estados brasileiros (Neves & Pinho, 1996).

O controle do dengue vem sendo um dos maiores desafios na saide publica do
Pais. Uma alternativa para o controle de seu vetor, o A. aegypti, € o uso de formulagdes a
base de B. thuringiensis subsp. israelensis com atividade téxica para insetos da ordem

Diptera, bem como toxinas produzidas por genes pertencentes a esta bactéria.



2 - REVISAO BIBLIOGAFICA
2.1- Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria entomopatogénica, Gram positiva, aerdbia,
formadora de esporos, que produz inclusdes protéicas cristalinas no momento de sua
esporulagdo, durante a fase estaciondria de seu ciclo de crescimento (Schnepf et alli, 1998).

E uma bactéria de ocorréncia ubiqua (Krywunczyk & Fast, 1980), em vdrios substratos

como solo, dgua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e graos armazenados

(Miralles & Pérez, 2000) (Figuras 1 e 2).

O Bt foi pela primeira vez descrito por Berliner em 1911 quando este pesquisador
isolou um bacilo de larvas mortas de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae).
Posteriormente, ele o nomeou B. thuringiensis em homenagem a provincia de Thuringia
(Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi encontrado. Embora esta seja a primeira
descricao utilizando o nome de Bacillus thuringiensis, ndo foi o primeiro isolamento deste
patégeno. Em 1901, o bidlogo S. Ischiwata isolou a bactéria que era o agente causal da
“sotto-disease” a partir de larvas mortas de Bombyx mori (bicho da seda) (Lepidoptera:
Bombycidae). Esta bactéria foi denominada B. sotfo Ishiwata, mas este nome ndo foi
mantido, sendo substituido pelo nome B. thuringiensis (Glare & O’Callagham, 2000),
podendo ser sistematicamente classificada como: Classe: Firmibacteria; Ordem:

Eubacteriales; Familia: Bacilaceae; Género: Bacillus; Espécie: B. thuringiensis.

A designacdo Bacillus thuringiensis ¢ geralmente empregada para uma tnica
espécie pertencente ao grupo do B. cereus que compreende vdérias espécies (B.
thuringiensis, B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B.

Weihenstephannesis). B. thuringiensis e B. cereus, por exemplo, mostram caracteristicas



fenotipicas e bioquimicas comuns, mas por defini¢do, Bt pode ser diferenciado pela
presenca dos cristais (Luthy & Wolfersberger, 2000), visiveis em microscopia de contraste
de fase, embora este seja um critério com pouco valor taxondmico (Lysenko, 1983). Os
métodos moleculares como hibridizagao do DNA cromossomico, andlise de dcidos graxos e
fosfolipidios, comparagdo da seqii€ncia 16S rRNA, entre outros, mostram que estas duas
espécies sdo, na verdade, somente uma. Esta semelhanca é devida a transferéncia de
plasmideos que codificam as proteinas Cry de Bt para B. cereus e, por outro lado, Bt pode
perder a capacidade de produzir estas toxinas, tornando-se B. cereus. Portanto, a distin¢ao
entre estas espécies ndo € clara e continua sendo assunto de interesse de muitos
taxonomistas (Glare & O’Callagham, 2000; Hansen & Salamitou, 2000; Schnepf et alli,

1998).

A primeira formulacdo a base de Bt foi produzida na Franca em 1938 (Polanczyk &
Alves, 2003). Na década de 1950, inseticidas biolégicos a base de Bacillus thuringiensis
passaram a ser fabricados na Russia, Checoslovdquia, Alemanha e Estados Unidos
(Martins, 2005). Inicialmente, o produto foi utilizado somente para o controle de
lepidépteros. A partir dos anos 1970, novas subespécies da bactéria se mostraram eficientes
contra insetos das ordens Diptera, Coleoptera (Weiser, 1986; Edwards et alli, 1998),
Himenoptera, Homoptera e Ortoptera (Feitelson, 1994). Também foi relatada toxicidade
para algumas espécies de nematdides, protozodrios e acaros (Edwards et alli, 1998;
Feitelson, 1994). Estima-se que existam mais de 50.000 estirpes de Bacillus spp. em

colecdes espalhadas pelo mundo (Monnerat et alli, 2001).



Figura 1: Micrografia eletronica de uma célula de B. thuringiensis mostrando: cristais(c) e

esporos (e) (adaptado de De Maagd et alli, 2001).

Figura 2: Microscopia de contraste de fase de B. thuringiensis mostrando: cristais(c) e

esporos (e) (adaptado de http://adang.myweb.uga.edu/)



2.2- Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis

Além das proteinas Cry, Bt pode produzir vdrias outras toxinas, incluindo proteinas
com atividade inseticida como a a-exotoxina, B-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas,
quitinases e fofolipases (Hansen & Salamitou, 2000). Por outro lado, o esporo também

pode contribuir para a patogenicidade, através da acdo sinérgica com as proteinas Cry

(Johnson & McGaughey, 1996).

2.2.1- a-exotoxina

A o-exotoxina, também conhecida como fosfolipase C, lectinase ou fosfatidilcolina
fosfohidrolase, € uma enzima que possui atividade citolitica sobre os fosfolipidios que
formam as membranas celulares (Faust & Bulla Jr., 1982). Esta toxina é termoestavel,
solivel em 4gua, altamente téxica para alguns insetos, através da administracdo oral ou
intra-hemocélica. Também € téxica para ratos e outros vertebrados, causando degeneracio

e lise de células como, por exemplo, hemdcitos (Krieg, 1971, Hansen & Salamitou, 2000).

2.2.2- B-exotoxina

Também conhecidas como Thuringiensinas, as [-exotoxinas sdo termoestaveis,
produzidas por certas estirpes de Bt durante a fase vegetativa e secretadas no meio de
cultura. Existem dois tipos de B-exotoxinas. A toxina tipo I ¢ um andlogo do ATP, sendo
composta de adenina, ribose, glicose e dcido fosfoaldrico, apresentando massa molecular de
701 Daltons (Farkas et alli, 1969). Esta toxina atua inibindo a acdo da RNA polimerase,
através da competicdo pelo ATP, sendo altamente toxica para vdrias ordens de insetos,

acaros, nematdides e também vertebrados, com efeitos teratogénicos e mutagénicos



(Hansen & Salamitou, 2000). A B-exotoxina do tipo II € um andlogo do UTP e apresenta
toxicidade superior a do tipo I, principalmente para coledpteros (Levinson et alli, 1990). Os
genes responsdveis pela sintese de B-exotoxinas estdo localizados em plasmideos de 75 ou

110 MDa (Levinson et alli, 1990).

2.2.3 - Vip3A

As protoxinas “Vip” (do inglés: vegetative insecticidal proteins), sdo proteinas
produzidas e secretadas pelas células bacterianas durante a fase vegetativa e de
esporulagdo. Estas demonstram ac@o sobre um espectro maior de espécies de insetos-praga
quando comparadas a muitas proteinas Cry, mas principalmente contra larvas de
lepidopteros, incluindo Agrotis ipsilon (praga na cultura do milho), Heliothis virescens
(praga na cultura do algodao), Helicoverpa Zea (praga na cultura do tomate, algoddo e
milho), Spodoptera exigua (praga na cultura de milho e tomate) e Spodoptera frugiperda
(praga na cultura do milho) (Glare & O’Callagham, 2000). As Vip foram excluidas da
nomenclatura Cry porque nio t€m homologia de seqiiéncia ou estrutura com as Cry. Os
genes responsaveis pela sintese das proteinas Vip estdo localizados em plasmideos de alta
massa molecular, juntamente com os genes cry (Estruch et alli, 1996). Em concentragdes
letais, a Vip3A causa paralisia e lise das células epteliais do intestino médio dos insetos, de
modo semelhante as proteinas Cry (Yu et alli, 1997).

As Vip sao produzidas em etapas iniciais do processo de crescimento das bactérias
em cultura, antecipando, assim, sua obtencdo. Essa foi uma descoberta importante, pois,

atualmente, ndo apenas se aproveita a mistura de esporos e cristais obtidos apds o cultivo de



Bacillus thuringiensis, como também €& possivel utilizar o seu sobrenadante (Monnerat &

Bravo, 2000; Soberén & Bravo, 2002).

2.2.4 - d-endotoxinas

As d-endotoxinas, constituidas por duas grandes familias de proteinas
deominadas Cry e Cyt. Individualmente, apresentam um espectro de acdo normalmente
restrito a uma ordem de insetos em particular (De Maagd et alli, 2001). A andlise dos
cristais protéicos por microscopia de contraste de fases e do perfil eletroforético pode dar

uma idéia inicial do espectro de acdo (Valadares-Inglis et alli, 1998).

As estruturas tercidrias de algumas toxinas (CrylAa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa,
Cry4Ba Cry2Aa e Cyt 2Aa) foram determinadas por cristalografia de raio X (Li et
alli,1991; Grochulski et alli, 1995; Morse et alli, 2001; Galitisky et alli, 2001; Boonserm
et alli, 2005, 2006). Assim verificou-se a presenca de trés dominios estruturais (Figura
3), cada um com cerca de duzentos residuos de aminoacidos (Polanczyk & Alves, 2003).
O dominio I N-terminal consiste de sete o-hélices (seis hélices anfipaticas ao redor de
uma hélice central hidrofébica). O dominio II, chamado [B-prisma, consiste de trés
"folhas B"-antiparalelas dispostas em volta de um nicleo hidrofébico e o dominio III C-

terminal consiste de duas "folhas "-antiparalelas (Aronson & Shai, 2000).

A toxina Cyt2Aa possui menos de 20% de identidade de seqiiéncia de
aminodcidos com CrylAa e Cry3Aa (Schnepf et alli, 1998). Nao surpreendentemente, a
estrutura de Cyt 2Aa ¢é radicalmente diferente das estruturas das outras duas toxinas. As

toxinas Cyt, diferentemente das proteinas Cry, sdo capazes de lisar uma ampla variedade



de tipos celulares. A proteina Cyt2Aa consiste de um unico dominio no qual duas

camadas mais externas de o-hélices envolvem uma folha B (Schnepf et alli, 1998).

(A) Visao de frente (B) Visao de cima

T Dominio III

Dominio [

Figura 3. Representacdo esquemadtica da toxina Cry3A (baseada na estrutura de Li et alli,
1991). Os trés dominios estdo indicados em cores diferentes. O dominio I N-terminal
compreende sete o-hélices e estd relacionado a formag¢do do poro. Dominio II estd
relacionado a ligacé@o a receptores de membrana. Este dominio é formado por trés folhas [3-
antiparalelas terminando em alcas bastante varidveis (setas) no dpice da molécula. O
dominio III corresponde a regido C-terminal que consiste de duas folhas B-antiparalelas,
formando um B-sanduiche. Acredita-se que este dominio esteja fortemente envolvido com a
estabilidade estrutural da proteina, podendo ainda ter participacdo na ligacdo ao receptor.

(Adaptado de http://www.bioc.cam.ac.uk/~djel/)
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Uma determinada cepa de Bacillus thuringiensis pode produzir um ou mais cristais
e estes, por sua vez, podem conter uma ou mais toxinas Cry com peso molecular variando
entre 40 e 140 kDa (Serafini er alli, 2002). A forma do cristal € determinada pela
composic¢do e estrutura das 8-endotoxinas presentes (Polanczyk & Alves, 2003).

O processo de formacdo do cristal estd ligado a esporulacdo, uma vez que estudos
de cristalografia mostraram que o cristal é formado a partir do segundo estigio de
esporulagdo, e € liberado no momento em que as células sdo lisadas (Monnerat & Bravo,
2000). O cristal pode ser bipiramidal, cubdide, rombdide , ovéide, esférico ou, ainda, sem
forma definida (Habib & Andrade, 1998).

No final da década de 80, Hofte e Whiteley (1989) propuseram uma classificacao
para as toxinas de Bt, baseada na combinacdo de suas seqii€ncia de aminodcidos e espectro
inseticida. Nesta classificacdo 42 genes foram agrupadas em 5 classes diferentes. As quatro
classes Cry continham toxinas com atividade contra Lepdoptera (I), Lepidoptera e Diptera
(II), Coleoptera (III), Diptera (IV) e Cyt (associada a CryIV) que, por ndo apresentar
homologia com as demais classes ou atividade especifica, foi reconhecida como uma classe
a mais (Tailor et alli, 1992). No entanto, essa classificagdo mostrou certas limitag¢des, pois
tentou relacionar toxinas com seqiiéncias de aminodcidos similares a diferentes atividades
inseticidas. Durante a década de 90, uma nova classificacdo foi proposta por Crickmore et
alli (1998), baseada somente na similaridade entre as seqiiéncias de aminodcidos. Essa
mudanga permitiu uma alta relagdo entre as toxinas e eliminou a necessidade de bioensaios
contra um grande ndmero de insetos(Polanczyk & Alves, 2003). O novo sistema de
classificacdo € composto pelo nome da toxina (Cry ou Cyt) seguido de elementos

encadeados hierarquicamente, como numeros, letras maidsculas, letras minusculas e

11



nameros (ex: Cry25Aal) dependendo de sua localizacdo na arvore filogenética (Maagd et
alli, 2001). Nessa nova classificacdo, os niimeros romanos foram substituidos por nimeros
arabicos e os parénteses removidos. Desse modo, atualmente, mais de 350 genes cry foram
seqiienciados e as proteinas Cry classificadas em 51 grupos e em diferentes subgrupos. A
atualizacdo constante desses dados pode ser acessada via internet no endereco

http://www .lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html
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Tabela 1 — Organizacdo das classes com os respectivos subgrupos das proteinas Cry de B.

thuringiensis proposta pelo comité internacional de 1994, baseado nas seqiiéncias dos

aminodcidos. (http://www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html)

Proteinas Subgrupos Atividade Proteinas Subgrupos Atividade
Cryl 42 Lepidoptera Cry25 1 Diptera
Lepidoptera/Diptera Cry26 1 Sem atividade conhecida
Lepidoptera/Coleoptera| Cry27 1 Sem atividade conhecida
Cry2 6 Lepiodptera/Diptera Cry28 1 Sem atividade conhecida
Lepidoptera Cry29 1 Diptera
Cry3 4 Coleoptera Cry30 3 Diptera
Cry4 2 Diptera Cry31 1 Sem atividade conhecida
Cry5 5 Nematoda/Acari Cry32 3 Sem atividade conhecida
Himenoptera Cry33 1 Sem atividade conhecida
Coleoptera Cry34 4 Coleoptera
Cry6 2 Nematoda/Acari Cry35 4 Coleoptera
Cry7 3 Coleoptera Cry36 1 Coleoptera
Cry8 10 Coleoptera/Hemiptera Cry37 1 Sem atividade conhecida
Cry9 10 Lepidoptera Cry38 1 Coleoptera
Lepidoptera/Coleoptera| Cry39 1 Diptera
Cry10 1 Diptera Cry40 2 Diptera
Cryll 3 Diptera Cry41 2 Células cancerosas
Cryl12 1 Nematoda/Acari Cry42 1 Atividade citocida
Cryl3 1 Nematoda Cry43 4 Coleoptera
Cryl4 1 Diptera/Coleoptera Cry44 1 Diptera
Cryl5s 1 Lepidoptera Cry45 1 Efeito citotéxico
Crylé 1 Diptera Cry46 2 Atividade citocida
Cryl7 1 Diptera Cry47 nd* Diptera
Cryl8 3 Coleoptera Cry48 nd* nd*
Cry19 2 Diptera Cry49 nd* nd*
Cry20 1 Diptera CrysS0 1 Diptera
Cry21 2 Nematoda Cry51 1 na
Cry22 3 Himenoptera Cytl 4 Diptera
Coleoptera Cyt2 5 Diptera
Cry23 1 Sem atividade conhecida
Cry24 3 Sem atividade conhecida

* Nio disponivel

13



O alinhamento das toxinas Cry revela a presenca de cinco blocos de seqiiéncias
conservadas comuns a grande maioria das proteinas. Isso sugere que eles sejam importantes
para a fungdo bioldgica dessas proteinas, principalmente por se localizarem nas regides
internas da proteina e na regidao de contato entre dominios, o que também permite dizer que
as proteinas Cry formam uma familia com blocos similares € mecanismos de acdo muito

semelhantes (Monnerat & Bravo, 2000).

Na figura 4, s@o apresentados os grupos desta familia dessas toxinas, organizados de
acordo com a identidade e homologia das seqiiéncias. O primeiro grupo é formado pelas
proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 e Cryl0, que s@ao muito relacionadas e suas
toxinas ativas compartilham cinco blocos de significativa homologia (Hofte & Whiteley,
1989; Lereclus et alli, 1993; Baum & Malvar, 1995). Um segundo grupo é formado pelas
proteinas Cry5, Cryl2, Cryl3, Cryl4 e Cry 21, onde se observa homologia entre os blocos
1, 2, 4 e 5, sendo encontrada uma variabilidade do bloco conservado 1 em relagdo aos
grupos 1 e 2. As proteinas do segundo grupo apresentam uma variante no bloco 2 e o
terceiro bloco completamente ausente (Schnepf et alli, 1998). O terceiro grupo € formado
pelas protefnas Cry2, Cryll e Cryl8, constituido pelo bloco 1 e uma variante truncada do
bloco 2, mas existindo significativa homologia com os outros blocos conservados (Lereclus

et alli, 1989).
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Figura 4. Alinhamento da estrutura primadria das toxinas Cry. Comprimentos relativos das
proteinas Cry e posicao dos cinco blocos conservados, se presentes. Os retangulos coloridos
correspondem as seqiiéncias conservadas. Dominios I, II e III correspondem a toxina ativa

para Cryl e varia para as outras toxinas. (adaptado de De Maagd et alli, 2001).
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2.3 — Modo de ac¢ao das proteinas Cry

A maioria das toxinas Cry nativas de Bt € sintetizada como pro-toxinas inativas
contidas nos corpos de inclusdo (Aronson et alli, 1986). Apds a ingestdo por larvas de
insetos suscetiveis e dissolu¢do no limen do intestino médio, em pH alcalino, as pro-toxinas
solubilizadas sdo ativadas por proteases do intestino produzindo fragmentos téxicos que sao
relativamente resistentes a protedlises posteriores (Aronson et alli, 1986; Hofte & Whiteley,
1989). Ao tornarem-se ativadas por proteases intestinais, as pro-toxinas perdem a
extremidade C-terminal, restando-lhes a porcdo N-terminal como parte ativa (fragmento
téxico) (Monnerat e Bravo, 2000). Parte da extremidade N-terminal, aproximadamente 30
residuos de aminodcidos, pode ser clivada pela acdo de metaloproteases sintetizadas pela

propria bactéria durante a esporulacao (Rukmini ez alli, 2000) (Figura 5).

Diferencas relevantes na fisiologia do intestino e, conseqiiente variacao na atividade
proteolitica entre as diferentes ordens de inseto, pode determinar a especificidade das
toxinas. Como exemplo, pode-se verificar as principais proteases digestivas de Lepidoptera
e Diptera como sendo serino-proteases, ao passo que aquelas de Coleoptera constituem-se
principalmente por cisteino e aspartico-proteases (De Maagd et alli, 2001).

Toxinas Cry ativas ligam-se a receptores especificos localizados nas
microvilosidades da membrana das células epiteliais do intestino médio do inseto,
seguindo-se de insercdo das toxinas na membrana para formar poros permedveis a cations
(De Maagd et alli, 2001). Os poros causam vazamento de fons e levam as células alvo
epiteliais do intestino médio ao inchaco e a lise osmdtica, resultando em dano extensivo ao
intestino médio e, eventualmente, em morte larval (Knowles & Ellar, 1987; Knowles, 1994;

Angsuthanasombat et alli, 2004) A unidao a estes sitios € uma etapa determinante da
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especificidade das toxinas Cry, o que motivou diversos grupos de pesquisa a se dedicarem
ao entendimento desse processo (Monnerat & Bravo, 2000).

A destruicdo da membrana peritréfica e do epitélio intestinal do inseto propiciam
acesso dos esporos de Bt a hemolinfa (Du & Nickerson, 1996), meio no qual germinam.
Tais eventos conduzem a lise das células epiteliais do intestino dos insetos e, finalmente, a

morte dos insetos por inani¢@o e septicemia (Monnerat & Bravo, 2000) (Figura 5).

E Dissolucio dos cristais L Ligacdo de toxinas
e ativagdo das toxinas a receptores
y — +
: = Células epitelias | M
Endotoxinas ) — +
Pro-toxi Receptores

a
Toxina ativ;> A Perfuragad

~ das células

do intestino

<

TAN

D Germinagao dos esporos
e proliferacdo de bactérias

Figura 5. Representagdo esquemdtica do modo de acdo de proteinas Cry de Bacillus

thuringiensis. (Figura adaptada do site www.inchem.org/documents/ech/ech/ech217.htm)
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2.4. Receptores

Os receptores para as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylC nas células
colunares do intestino de insetos susceptiveis sdo membros da familia das aminopeptidases
do tipo N, com massa molecular em torno de 120 kDa. Para a toxina Cryl Ab em Manduca
sexta, foi demonstrado que esta toxina além de se unir a um membro da familia das
caderinas com massa molecular de 210 kDa, une-se também a uma aminopeptidase N com
massa molecular entre 120 e 106 kDa (Vadlamudi et alli, 1995; Denolf et alli, 1997). A
observacdo de que os dominios II e III podem atuar separadamente em um processo
composto de duas etapas de ligacdo de Cryl Ac a uma aminopeptidase N, poderia ajudar a
explicar por que novas combinagdes de dominios II e III podem gerar uma mudanga de

especificidade (De Maagd et alli, 2001).

A construcao de proteinas quiméricas entre CrylC e CrylEa mostrou que o dominio
Il da primeira € determinante para a especificidade a Spodoptera exigua e Mamestra
brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) (Bosch et alli, 1994; De Maagd et alli, 2001). Inclusive
a troca de dominios entre as proteinas Cryl Ab e Cryl Ac resultou numa proteina dez vezes

mais toxica para S. exigua (De Maagd et alli, 2001) que a toxina Cry1C.

A toxina Cry4B, como vdrias outras toxinas de Bt, é formadora de canais em
bicamadas lipidicas. O dominio I desta proteina Cry, correspondente a uma regidao N-
terminal de sete a-hélices, no qual a hélice a5, relativamente hidrofébica, é circundada por
seis outras hélices anfipdticas, é responsdvel pela insercio da toxina na membrana
(Puntheeranurak et alli, 2004). Evidéncias substanciais corroboram um modelo do tipo

guarda-chuva que foi proposto para demonstrar o estado ligado a membrana das toxinas

Cry. Este modelo envolve a insercdo de o4 e 05 na membrana como uma estrutura de

18



hélice alca hélice, com as demais hélices espalhadas na superficie membranar (Grazit et
alli, 1998).

Foi demonstrado que doses micromolares das proteinas Cry sdo capazes de interagir
com membranas lipidicas artificiais e de inserir-se nas mesmas, formando canais
permedveis principalmente a cations (Schenepf et alli, 1998) e também a anions e solutos
neutros (Schenepf et al, 1998; Haider & Ellar, 1989), com didmetro em torno de 1 a 2 nm

(Knowles & Ellar, 1987).

2.5 — Regulacio da trancricao dos genes cry

Os genes cry tém sido considerados exemplos tipicos de genes especificos da
esporulagdo. No entanto, estudos sobre a expressdo de cry3Aa revelaram que esta
consideragdo nem sempre é valida (Schenepf er alli, 1998). Faz-se necessdrio, portanto, a
distingdo entre os genes cry expressos durante a fase estaciondria, sendo eles os

dependentes da esporulagdo, e aqueles que ndo o sao.

2.5.1 — Expressao de genes dependentes da esporulacao

A esporulacdo € um mecanismo de reposta das células de Bt a condicdes de vida
desfavordveis, cuja finalidade é produzir uma forma de resisténcia ao ambiente
desfavordvel ao seu desenvolvimento. Os diferentes mecanismos que regulam a
esporulacdo t€m sido estudados principalmente em B. subtilis, uma espécie semelhante ao
Bt. De modo que, os estudos morfolégicos e genéticos mostraram alta similaridade entre o
mecanismo de esporulacdo entre estas duas espécies (Driks, 2002). Estes estudos tém
fornecido informagdes detalhadas a respeito de mecanismos complexos de controle

temporal e espacial do processo de diferenciagao.
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Em nivel transcricional, o desenvolvimento da esporulacio € controlado por
ativacOes sucessivas de fatores que se ligam a RNA polimerase para direcionar a
transcricdo a partir de promotores especificos da esporulagdo (Moran, 1993). Estes fatores
sdo compostos do fator 6™ que é o principal fator ativo durante a fase vegetativa, e cinco
outros fatores denominados GH, GF, GE, o e GK, que aparecem nessa ordem temporal
durante o processo. Os fatores 6" e 6" sdo ativos na célula pré divisiondria, 6= e 6" sdo
ativos na célula-mie e ¢' e 6° sdo ativos no pré-esporo (Schnepf et alli, 1998).

O gene crylAa é um exemplo tipico de gene dependente da esporulacdo expresso
apenas no compartimento da célula-mae de B. thuringiensis. Dois sitios de inicio de
transcricdo foram mapeados (Btl e Btll) ativados seqiiencialmente com sobreposicdo de
atividade (Wong et alli, 1983). Btl é ativo entre T> e T® da esporulacdo e BtII é ativo a
partir de T° em diante (onde T, é o nimero de horas depois do final da fase exponencial).
Brown & Whiteley (1988; 1990), isolaram dois fatores c’e o que especificamente
direcionam a transcri¢do de crylAa de Btl e Btll, respectivamente. Os genes que codificam
estes dois fatores sigma foram clonados e seqiienciados (Adams et alli, 1991). As
seqiiencias de aminodcidos deduzidas dos fatores o ec™ apresentam identidade de 88% e
85% com os fatores 6= e 6* de B. subtilis, respectivamente. Este alto grau de identidade e a
habilidade em conduzir a transcri¢do a partir de promotores de B. subtilis, especificamente
reconhecidos por 6" e 6~, indicam uma homologia funcional entre os respectivos pares de
fatores sigma. Outros genes como os das classes cry2, cry4, cryll, cryl5 e cyt possuem
regides contendo promotores similares. Dessa forma, a regulacdo temporal da sintese da

proteina formadora de cristal €, em parte, assegurada por sucessivas trocas de fatores sigma

(Schnepf et alli, 1998).
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2.5.2 — Genes nao dependentes da esporulaciao

O gene cry3Aa, isolado de B. thuringiensis subsp. tenebrionis, com atividade para a
ordem Coleoptera € expresso durante o crescimento vegetativo, embora também seja
expresso em menor grau ha fase estacionaria (de Souza et alli, 1993; Malvar et alli, 1994).
Ao contrario dos promotores Btl (reconhecido pelo fator sigma do tipo ¢") e BtII
(reconhecido pelo fator sigma do tipo 6*) todos da fase de esporulacdo de Bf, o promotor
de cry3A, embora incomumente localizado distante do cédon de inicio (posicdo —558),
assemelha-se aos promotores reconhecidos pelo fator sigma ¢ da fase vegetativa da
bactéria. Anélise génica de Bt (Salamitou et alli, 1996; Pérez, 2004) e B. subtilis (Agaisse
& Lereclus, 1994), mostra que a transcri¢do do gene cry3A € dependente dos fatores sigma
o na fase vegetativa, e continua sendo transcrito pelo fator sigma 6" durante a fase de
esporulagcdo, além de ter sua transcricio aumentada em isolado de mutante incapaz de

iniciar a esporulacao (Lereclus et alli, 1995).

2.5.3 — Mecanismos pos-transcricionais

A estabilidade do mRNA é um importante fator para o alto nivel de producdo de
toxina em B. thuringiensis. A meia-vida do mRNA dos genes cry, em torno de dez minutos,
€ pelo menos cinco vezes maior do que a meia-vida de mRNA bacteriano em geral (Glatron
& Rapoport, 1972).

Wong & Chang (1986) mostraram que a presenga de um possivel terminador
transcricional do gene crylAa contendo seqiiéncias repetidas com orientacdo invertida,
localizadas na extremidade 3° do mRNA atuaria como um protetor contra degradagdo por

exorribonucleases com atividade 3” - 57, devido a capacidade das seqiiéncias repetidas
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invertidas de formar estruturas em al¢a. Seqii€ncias terminadoras similares, potencialmente
capazes de forma algas, sdo encontradas downstream de varios genes cry e podem
contribuir para seus altos niveis de expressao por estabilizar os transcritos (Wong & Chang,
1986).

A insercdo da regidao nao-traduzida 5°de cry3Aa (extendendo-se dos nucleotideos —
129 a —12), entre o promotor xy/A de B. subtilis e o gene repérter lacZ aumentou, cerca de
dez vezes, tanto a estabilidade do mRNA fusionado do lacZ, como a produgdo de B-
galactosidase (Agaisse & Lereclus, 1994). Andlise de mutacdo e delecdo indicam que a
seqliencia requerida para o efeito de estabilizacdo é uma seqiiéncia Shine-Dalgarno
(GAAAGGAGG) localizada entre os nucleotideos —125 a —117. A estabilidade do
mensageiro de cry3Aa pode ser devida a uma interagdo entre a extremidade 3°do rRNA 16S
e a seqiiéncia Shine-Dalgarno. A ligacdo da subunidade ribossomal 30S a esta seqiiéncia
pode proteger o mRNA de ribonucleases com atividade 5°-3”, resultando em um transcrito
estavel com a extremidade 5” no nucleotideo —129. Seqii€ncias Shine-Dalgarno potenciais
estdo presentes em posicOes similares upstream dos genes cry3Ba, cry3Bb e cry3Ca

(Donavan et alli, 1992; Lambert et alli, 1992).

2.6 — Proteinas da classe Cry4

Até agora, as d-endotoxinas Cry de Bt tém-se mostrado toxicas para uma ampla
variedade de larvas de insetos incluindo os da ordem Diptera. Dentre os inseticidas
bioldgicos, o Bt subsp. israelensis tem sido largamente utilizado como um inseticida

bacteriano eficiente e seguro para o controle de mosquitos vetores de doencas (Federici et

alli, 2003).
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As toxinas Cry4Aa e Cry4Ba de 128 e 134 kDa respectivamente, produzidas por B.
thuringiensis subsp. israelensis, sdo especificamente toéxicas, quando ativadas
proteoliticamente, para larvas de mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex (Hofte
& Whiteley, 1989; Schnepf et alli, 1998). Estes mosquitos sdo responsdveis pela
transmissdo de sérias doencas humanas atuando como vetores do virus da dengue, maléria e
parasitas filariais.

Os genes que codificam as proteinas Cry4 estdo localizados em um plasmideo
residente de 72 MDa ( Ward & Ellar, 1983; Gonzales & Carlton, 1984).

As toxinas Cry4Aa e Cry4Ba sdo moléculas intimamente relacionadas, exibindo alta
taxa de identidade de seqiiéncia de aminodcidos. As regides C-terminais das pro-toxinas de
130 kDa Cry4Aa e Cry4Ba sdo praticamente idénticas, no entanto, suas porcdes terminais
proteoliticamente ativadas, apresentam apenas cerca de 55% de similaridade de seqiiéncia
(Chungjatupornchai et alli, 1988; Ward & Ellar, 1988). Apesar desta similaridade, essas
toxinas exibem diferentes niveis de toxicidade contra vdrias espécies de mosquitos.
Enquanto Cry4Ba ¢ altamente toxica para larvas de Aedes e Anopheles (vetores do dengue e
febre amarela e da maldria, respectivamente), esta toxina apresenta baixa atividade contra
larvas de Culex. Em contraste, Cry4Aa exibe um alto nivel de toxicidade contra larvas de
Culex e Aedes, porém um pouco menos toxica para Anopheles (Poncet et alli, 1995).
Experimentos de mutagéneses sitio-dirigidas com toxinas Cry identificaram regides do
dominio II como os principais determinantes para a especificidade de insetos (Abdullah et
alli, 2003; Rajamohan et alli, 1996; Wu et alli, 2000). Abdullah e colaboradores, 2003,
introduziram residuos de aminodcidos de Cry4Aa nas trés al¢cas do dominio II de Cry4Ba.
A mudanca na al¢ga 3 aumentou significativamente a toxicidade de Cry4Ba contra Culex,

enquanto que a atividade contra larvas de Anopheles e Aedes foi mantida. Sendo assim, foi
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sugerido que um importante determinante da especificidade da toxina Cry4Aa para Culex
estd localizado na regido da al¢a 3, e que, importantes determinantes da toxicidade de

Cry4Ba para Anopheles e Aedes estdo nas algas 1 e 2.

2.7 — Baculovirus

Dentre os virus de insetos, os baculovirus compreendem o maior e mais estudado
grupo e € o que tem sido mais aplicado como bioinseticida. A maioria dos baculovirus tem
sido isolada a partir de lepidopteros, com centenas de espécies confirmadas como sendo
hospedeiras (Ribeiro & Crook, 1998). Os baculovirus possuem como principais
caracteristicas um virion com envelope em forma de bastao e um DNA circular, dupla fita,
supercoiled contendo entre 80 e 200 Kb (Arif, 1986). Esses virus pertencem a familia
Baculoviridae e esta € subdividida em dois géneros: o Nucleopolyhedrovirus (NPV) e o
Granulovirus (GV) (Murphy, 1995). Os dois géneros produzem particulas virais envoltos
por uma oclusao cristalina de natureza protéica, também denominada poliedro (Figura 6).

Mais de 500 NPV foram identificados em varias familias de insetos (Martignoni &
Iwai, 1986) e muitos parecem ser especificos para a familia ou género de insetos em que os
virus foram isolados. Devido a essa especificidade, os NPV sdo candidatos ideais para o

uso em programas de controle de pragas (Ribeiro & Crook, 1998).
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(A) (B)

Figura 6. Ultraestrutura de um baculovirus. (A) — Microscopia eletronica de transmissao
mostrando uma particula viral extracelular ("budded virus") entrando em uma célula por
endocitose. (B) — Microscopia eletronica de transmissao mostrando particulas virais oclusas
(ODV) em uma matriz protéica (corpo de oclusdo). (Fonte: Bergmann Morais Ribeiro.

Fotos nao publicadas)

2.7.1- Infeccao e colonizagio

A principal rota natural de infeccdo € através da ingestdo de alimento contaminado
com o virus na forma ocluida (ODV). No ambiente altamente alcalino do intestino médio
da larva do inseto, os poliedros sdo rapidamente dissolvidos e as particulas virais sdo
liberadas, dando inicio a infeccdo das células epiteliais do intestino médio (Volkman &
Keddie, 1990) (Figura 7). Apds a entrada no niicleo, o DNA viral € replicado, apresentando
uma progénie de novos nucleocapsideos apés 8 horas de infec¢do. Esses nucleocapsideos
atravessam a membrana nuclear e sdo transportados para a regido basolateral das células
colunares do intestino médio sendo liberados para infectar células do sistema respiratério e

circulatério (Engelhard et alli, 1994). Alternativamente, os virus oriundos da dissoluc¢do dos
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poliedros entram na célula colunar e a atravessam para infectar as células do sistema
traqueal ou hemolinfa (Barrett et al., 1998). A maioria dos estudos tem sido conduzida com
o baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). Sua
replicacdo € caracterizada pela producdo de duas formas virais. Primeiro, o virus
extracelular ou budded virus (BV) é produzido por volta de 12 a 24 horas apds a infecgao e
brota da membrana citoplasmadtica da célula hospedeira para o meio extracelular de forma
polarizada, sendo envelopado individualmente. Os BV produzidos sdo responsdveis pela
infeccdo de célula a célula no hospedeiro (Ribeiro & Crook, 1998). Segundo, o virus
derivado da oclusdo (ODV) é produzido bem mais tarde no nicleo da célula, continuando
até a morte celular por volta de 72 horas apds a infeccdo. Os ODV adquirem a membrana
sintetizada de novo no nicleo da célula infectada, podendo ser encontrados mais de um
nucleocapsideo por envelope (Granados & Williams, 1986). Os ODV sao, entdo, oclusos no
nucleo da célula infectada, em uma matriz protéica, formando o corpo de oclusio, também
denominado de poliedro. A oclusdo dos virus em uma matriz protéica € importante para

garantir a protecao das particulas infectivas na transmissao dos virus de inseto para inseto,

permitindo aos baculovirus resistirem as condi¢cdes ambientais fora do hospedeiro.
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B) Intesting médio
C) Baculowirus nas celulas de inseta

2,2
ES%
235
£53

A) Ingestdo de poliedros

D) Saco de poliedros

E) Paliedros no ambiente

Figura 8. Desenho esquemadtico mostrando o ciclo de infecgdo in vivo de uma larva de lepiddptera infectada
por um baculovirus. Em (A) ocorre a ingestdo de poliedros pela larva do inseto e, apds ingeridos, estes
seguem pelo trato digestivo (B) até chegarem ao intestino médio e sofrem dissolu¢@o pelo alto pH e liberam
as particulas virais. Com a passagem pela membrana peritréfica, o virus pode infectar células colunares
(caracterizando a infecg¢@o primdria) e, em seguida, partir para infectar outros tipos celulares permitindo a
disseminacdo do virus pela hemolinfa (caracterizando a infec¢do secunddria) (C). A infecg¢@o se espalha,
causando a morte da larva (D) e ela se torna um “saco” de poliedros que, quando se rompe, libera os poliedros

no ambiente tornando-se fonte de infec¢@o para outras lagartas (E).

Fonte: Maria Creuza do Espirito Santo Barros — Laboratério de Microscopia Eletronica e Virologia
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Os baculovirus tém sido largamente empregados, em véarios paises do mundo,
visando o controle de pragas das lavouras. Alguns virus encontram-se comercialmente
disponiveis na forma de macerado das lagartas ou como produto ja formulado. No Brasil,
pode-se citar como exemplos, produtos pulverizados com Anticarsia gemmatalis multiple
nuclopolyhedrovirus (AgMNPV), Spodoptera frugiperda multiple nucleopolhedrovirus
(StMNPYV) e Erinnys ello grannulovirus (EeGV) no controle de pragas de cultura de soja,

milho e mandioca respectivamente (Ribeiro et alli, 1998).

Uma das desvantagens do uso comercial de baculovirus é o tempo que este leva
para agir e matar os insetos alvo podendo levar alguns dias, diferentemente dos inseticidas
quimicos, que agem rapidamente, em questao de horas.

Uma grande variedade de proteinas com importancia na medicina e na agricultura
foram expressas em niveis elevados, em células de inseto usando baculovirus como vetores
de expressdao (Luckow & Summers, 1998). Os primeiros relatos do uso de baculovirus
como vetores de expressdo foram publicados por Smith et alli (1983) e Pennock et alli
(1984), que usaram o AcMNPV para produzir P-interferon e [-galactosidase,

respectivamente, em células de S. frugiperda.

2.7.2 — Baculovirus como vetor de expressao

O sistema de expressdo de proteinas heter6logas usando baculovirus, baseia-se na
introducdo de genes no genoma de um baculovirus, no lugar de um gene nao-essencial para
replicacdo e sob o comando de um promotor forte (por exemplo, o promotor da poliedrina).
A poliedrina € a principal proteina do OV e é codificada por um gene ndo-essencial. A

inativacdo desse gene por exclusdo ou inser¢do de uma seqiiéncia de DNA produz um virus
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que é capaz de se replicar em células de inseto, mas nao produz poliedrina, ndo ocorrendo a
formacdo da forma ocluida do virus (OB ou poliedro). A expressao do gene da poliedrina
conduzida a partir de seu promotor produz, por volta de 70 horas apds a infecgao,
aproximadamente uma quantidade de poliedrina equivalente a 20-50% de toda proteina

produzida pela célula infectada (Ribeiro & Crook, 1998).

Analogamente, o promotor p/0 dos baculovirus também tem sido utilizado, uma vez
que, também, permite a producdo de altos niveis de expressao e por ndo constituir o gene
que codifica a proteina P10 um elemento essencial para a replicagdo viral (Vlak et alli,
1998; Weyer et alli, 1990). Os niveis de expressdo dos genes exdgenos em células de
inseto, usando o sistema de expressdo em baculovirus, sdo varidveis; o intervalo de 1 a 600
mg de proteina/litro de cultura tem sido relatado (Maiorela er alli, 1988; Luckow &

Summers, 1988).

A insercao de genes heter6logos em baculovirus pode acontecer por recombinacao
homdloga, em célula de inseto, utilizando-se para este fim um vetor de transferéncia
contendo um sitio de clonagem no qual serd inserido o gene exdgeno sob o comando de um
promotor forte em uma fase tardia da infeccdo. Este cassete € flanqueado por regides
homdlogas a seqiiéncias do genoma viral onde ocorrerd a recombinacdo, apds co-
transfeccdo do DNA do vetor de transferéncia juntamente com o DNA do baculovirus, em
célula de inseto (Figura 8). Existem vdrios sitios no genoma do baculovirus, onde genes

heter6logos podem ser inseridos (O’Reilly et alli, 1992), dependendo do vetor.

Baculovirus recombinantes também podem ser gerados por transposi¢do sitio
especifica de um cassete de expressdo para o genoma do baculovirus (Bacmid) propagado

em células de Escherichia coli DH10Bac™ (Invitrogen) (Luckow et alli, 1993). Este
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método utiliza um vetor de transferéncia pFastBac® contendo o gene de interesse
controlado por um promotor especifico do baculovirus. A linhagem de células hospedeiras

de E. coli DH10Bac™ possui, além do genoma do baculovirus (Bacmid), um plasmideo

Vetor de transferéncia Baculovirus recombinante
A) B) \
V
1 é Xl
N ’2'\,\“
3 4 0
C) ‘
vi 5
Genoma do baculovirus
1 — regides flanqueadoras homologas S — Ppolh (promotor)
2 — Gene exdgeno 6 — Gene reporter
3 — PXIV (promotor) 7—lacZ

4 — Psyn (promotor)
Figura 8. Esquema ilustrativo da constru¢do e isolamento de baculovirus recombinantes
pelo método de recombinacao homoéloga. Este evento ocorre entre as regides flanqueadoras
do cassete de expressdao do gene exdgeno, no vetor de transferéncia, e regides homologas
no genoma do virus selvagem (A). Dessa forma, o virus recombinante adquire o cassete
contendo o gene de interesse (B). O virus recombinante € isolado em dilui¢des seriadas em
placas de 96 pogos (C). Os promotores supracitados sdo derivados do promotor da
poliedrina Ppolh. O vetor de transferéncia e o baculovirus mostrados acima correspondem

ao pSynXIVVI+X3 e ao vSynVI-gal, repectivamente.
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“helper” responsavel pela codificacio de uma transposase bacteriana que reconhece
- A . . . . . L ®
seqiiéncias repetidas invertidas que flanqueiam o gene exdgeno no vetor pFastBac™. Dessa
forma, € conduzida a transposicdo do cassete de expressdo do gene heterélogo para o
Bacmid dentro da célula hospedeira. A transposi¢ao ocorre dentro do gene marcador lac Z,
permitindo a sele¢do dos clones bacterianos positivos com extracdo subseqiiente do DNA
viral para transfec¢do em células de inseto. Atualmente esse procedimento € comercializado

como sistema Bac-to-Bac® pela empresa Invitrogen (figura 9).

s plasmideo que codifica transposases Transposigéio

\ . {"helper") Selecdo por antibibticos
. Gene exdgeno

Y4

o “1;' e I,f’- 3 s \ i ) e

T \ o 1 oA L | o 1
| pRastBac™ | iﬂ.) - __=t ";A ._/ - » l:_, i JJ/.
“___“Transformacéo T S ’

Plasmideo doador Células competente E Colicom lac-Z
DH10Bac E. coli contém bacmideo recombinante
ot
Ry R §
. % o AR ) 'H 7o) o e 1)
Titulagao viral 4 ‘(L %‘: 8) (& 5‘5 - \

Infeccéo de células Q00 000000 0 / [~

i s « .
de insetos / Transfecgéo de células de
insetos com lipossomos

L

DNA bacmideo recombinante

Amplificagdo do virus recomhinante
Figura 9. Esquema ilustrativo da constru¢cdo de baculovirus recombinantes pelo método de
transposi¢do (adaptado do Kit Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System, Invitrogen). O

gene lac Z estd inserido no locus do gene da poliedrina no genoma do baculovirus e

funciona como gene marcador para sele¢ao de clones recombinantes.
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O sistema de expressdo de proteinas heter6logas baseado no uso de baculovirus

possui vdrias vantagens em relagdo a outros sistemas de expressao, como por exemplo:

e ambiente eucaridtico para expressao de proteinas complexas de eucariotos;

e alta especificidade dos baculovirus, que os torna um sistema seguro de ser
utilizado;

e altos niveis de expressao das proteinas heterélogas;

e facilidade de purificacao da proteina heter6loga;

e capacidade para insercao de grande quantidade de DNA;

e coexpressao de dois ou mais genes.

Trabalhos anteriores ja demonstraram a utilidade do sistema de expressdo baseado
em células de inseto e baculovirus para a expressdao, em grande quantidade, de proteinas
Cry similares as proteinas nativas de B. thuringiensis (Merryweather et alli, 1990; Pang et
alli, 1992; Ribeiro & Crook, 1993, 1998: Chang et alli, 2003).

Neste trabalho, os genes cry4Aa e cry4Ba, obtidos das estirpes de Bacillus
thuringiensis S1806 e S1989, repectivamente, pertencentes ao Banco de Bacillus ssp.
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram clonados e
utilizados para constru¢do de baculovirus recombinantes expressando individualmente cada
um dos genes para avaliacdo da atividade inseticida das proteinas Cry para Aedes aegypti.
A toxicidade das proteinas da classe Cry4 para insetos da ordem Diptera j4 foi descrita em
trabalhos anteriores e tem-se mostrado uma alternativa vidvel no combate a mosquitos

vetores de doencas humanas.
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3-OBJETIVO

Estudar a expressdo de toxinas da classe Cry4 de Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis pertencentes a duas estirpes brasileiras do banco de Bacillus da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, em células de inseto, utilizando baculovirus como
vetor de expressdao para andlise da toxicidade das proteinas heterélogas isoladas contra

larvas de mosquitos.

3.1 - Estratégias :

Amplificar, clonar e sequenciar os genes cry4Aa e cry4Ba de duas estirpes brasileira

de B. thuringiensis;

e clonar os genes em vetores de transferéncia para constru¢do de baculovirus
recombinantes;

e construir baculovirus recombinantes contendo genes cry4Aa e cry4Ba;

e analisar a expressao dos genes cry em células de insetos;

® Purificar as proteinas Cry4Aa e Cry4Ba e avaliar a atividade toxica destas proteinas

para larvas de mosquitos.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Virus e células

O baculovirus vSynVI'gal (Wang et alli, 1991), derivado do baculovirus selvagem
AcMNPV, foi utilizado para produg¢do, por recombinacdo homdloga, dos virus
recombinantes vSyncry4Aa e vSyncry4Ba construidos neste trabalho. Os virus foram
propagados em células de Trichoplusia ni (BTI-tn5B1-4), em cultura (Granados et alli,
1994). As células foram mantidas em meio TC-100 (GIBCO-BRL), suplementado com
10% de soro fetal bovino a 27°C.

Células de E. coli DH5-0™ (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras para os
plasmideos usados no trabalho: pGemcry4Aa, pGemcry4Ba, pSyncry4Aa, pSyncry4Ba e
pFastBaclcry4Aa.

O baculovirus recombinante, vBacCry4Aa, foi obtido por transposi¢dao em E. coli
DH10Bac, segundo instru¢des do fabricante do kit Bac-to-Bac (Invitrogen) e descrito no
item 4.5.

As estirpes de Bacillus thuringiensis S1806 e S1989 do banco de Bacillus da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram utilizadas como fonte dos genes

cry4Aa e cry4Ba, respectivamente.

4.2 — Manipulaciao do DNA

As técnicas de clonagem molecular, usadas neste trabalho, estdo descritas em

Sambrook et alli, (2001) e O"Reilly et alli, (1992).
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4.3 — Amplificacao, clonagem e seqiienciamento dos genes cry4Aa e cry4Ba.

Os genes cry4Aa e cry4Ba, derivados do DNA plasmidial das estirpes de Bacillus
thuringiensis S1806 e S1989, respectivamente, pertencentes ao Banco de Bacillus spp.
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram amplificados
por PCR, usando-se os oligonucleotideos Cry4AaF (“forward”), Cry4AaR (“reverse”),
Cry4BaF (“forward”) e Cry4BaR (“reverse”) (Tabela 2). Os oligos Cry4AaF e Cry4BaF
anelam-se nas posicoes —7 a +20 e -13 a +18 em relacdo aos sitios de inicio da tradugdo dos
genes cry4Aa e cry4Ba, respectivamente. Os oligos Cry4AaR e Cry4BaR anelam-se nas
posicdes +3526 a +3546 e +3404 a +3432 (Tabela 2) em relagdo aos sitios de inicio da
tradu¢ao dos genes cry4Aa e cry4Ba, respectivamente. Foram adicionados sitios de
restricdo de BamH 1 nas seqiiéncias dos oligonucleotideos. Trinta nanogramas do DNA
plasmidial de cada estirpe foi utilizado juntamente com os oligonucleotideos especificos, na
concentragio inicial de 10mM, para cada gene. A reacdo foram adicionados dNTP em

concentracdo inicial de 10mM, MgCI*

(25mM) e tampao da Tag polimerase 1x
(Invitrogen®). O programa de PCR para a amplificacdo dos genes, usando-se 1 U da enzima
Taq polimerase (Invitrogen®), foi: 94°C/5 min seguido por 30 ciclos de 94°C/1 min e 30 s,
52°C/1 min e 30 s, 72°C/2 min e uma extensao final a 72°C/7 min. Os fragmentos obtidos
foram clonados no vetor pGEM-T®asy (Promega), de acordo com o protocolo de
instrugdes do fabricante e transformados em células de Escherichia coli DH5-a°
(Invitrogen). O DNA dos pasmideos recombinantes (pGemcry4Aa e pGemcry4Ba) foi
purificado, utilizando-se o Kit de purificacdo de DNA Wizard®Plus SV Minipreps

(Promega) e seqiienciado no seqiienciador automatico MEGA BACE 1000 (Amersham

Bioscience) na plataforma de seqiienciamento de DNA da Embrapa recursos genéticos e
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Biotecnologia com oligonucleotideos universais (SP6 e T7) que se anelam nas regides

flanqueadoras do sitio de maltipla clonagem do plasmideo pGEMT®-easy. As seqiiéncias

completas dos genes referidos acima foram obtidas a partir de oligonucleotideos

desenhados para as regides internas dos genes (Tabela 2). As seqiiéncias obtidas foram

analisadas pelos programas ORF finder e Blast, disponiveis no site: www.ncbi.nlm.nih.gov.

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Gene Oligonucleotideo Seqiiéncia (5 —» 3) Aplicacao
pCry4AaF CGGATCCATGAATCCTTATCAAAATAA Amplificagdo do gene
pCry4AaR CGGATCCTCACTCACTCGTTCATGAAATT Amplificacdo do gene
pCry4AaF1 GAGCCTTTGCCAACAGCAAT Seqiienciamento

m pCry4AaF2 ATCACAATGTAACTGAT Seqiienciamento
rymad pCry4AaF3 CAAGGACCTGGTCATACAGGA RT-PCR/Seqiienciamento
Seqiienciamento
pCry4AaR1 CAACAAGCATATGATGTAGCG S quenc
pCry4AaR?2 CCGTATACACGTTACCTAG equenciamento
pCry4BaF GGGATCCGTGAATATGGGAGGAATAAATATG  Amplificacdo do gene
pCry4BaR GGGATCCTTTCTCCATGGTTTTTAAAGC Amplificagdo do gene
pCry4BaF1 ATGGGAGGAATAAATATG Seqiienciamento
pCry4BaF2 GACGGTTGTGAAAGATTA Seq?enqamento
pCry4BaF3 CAGCTTTAGTAGAATCTCCT Seqiienciamento
pCry4BaF4 CAGTAACAGGGTTTCATTTGC Sequenflarr'lento
pCry4BaF5 CAAGTGATTATTGACAGAATCG RT'PCR{_Seq“?nCIamemO
pCry4BaF6 CTAGTGGTTTCACGCTAT geqlfenc:}amento
Crv4BaR1 AGGACTGGTTATTAGGCT eq?enqamento
oy CTCCAGTGCTGCTATAGA Seqiienciamento
pCry4BaR?2 Seqiienciamento
CAACAATCTTATGTGTCC L
cry4Ba pCry4BaR3 Seqiienciamento
pCry4BaR4 CAGATTGAGTGATTGGAA Seqiienciamento
pCry4B aR5 GATGGCATACAATTTCTTC Sequenciamento
pCry4B aR6 CACATATGGAATCGATTG PCR / S equenc 1 amento
SP6 GTAAAACGACGGCCAGT Seqiienciamento
T7 GGAAACAGCTATGACCATG Seqiienciamento
T1 CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT Sintese de cDNA
) CCTGCAGGATCCTTAGGTT Sintese de cdna
MI13R CAGGAAACAGCTATGAC Detecgdo por PCR
ORF603 ACAGCCATTGTAATGAGACG Detecgédo por PCR
polhF TTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG Deteccdo por PCR

36



4.4 — Construcao dos vetores de transferéncia

Um pg do DNA dos plasmideos pGemcry4Aa e pGemcry4Ba foi digerido com 1 U
das enzimas de restricdo BamH I e BamH I/EcoR 1, respectivamente, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Promega). Os fragmentos obtidos (aproximadamente 3,5 pares de
quilobases, pkb) contendo os genes cry4Aa e cry4Ba foram separados por eletroforese em
gel de agarose 0,8% seguindo instrugdes descritas em Sambrook et alli, (2001). As bandas
correspondentes aos genes cry foram eluidas do gel usando-se o kit GFX (Amersham). O
gene cry4Aa foi clonado no vetor de transferéncia pSynXIV VI+X3 (Wang et alli, 1991),
previamente digerido com a enzima de restricio Bgl II, seguindo-se instru¢des do
fabricante (Promega), sob o comando dos promotores Psyn e PXIV, dando origem ao
plasmideo pSyncry4Aa. O mesmo gene foi também clonado no vetor de transferéncia
pFasBac® (Invitrogen) linearizado com a enzima BamH I, de acordo com as instrucdes do
fabricante (Promega), sob o comando do promotor Ppolh, dando origem ao plasmideo
pFastcry4Aa. O gene cry4Ba foi clonado no vetor de transferéncia pSynXIV VI+X3/3
(Wang et alli, 1991), derivado do pSynXIV VI+X3, previamente digerido com as enzimas
de restricdo EcoR 1 e Bgl II, seguindo-se instrucdes do fabricante (Promega), sob o

comando dos promotores Psyn e PXIV, origenando ao plasmideo pSyncry4Ba (Figura 10).

4.5 - Construcao, por recombinacdo homologa, e isolamento dos baculovirus
recombinates expressando genes cry4Aa e cry4Ba

Um pg do DNA dos vetores de transferéncia pSyncry4Aa e pSyncry4Ba e 0.5 ug de
DNA do virus vSynVIgal, previamente linearizados com a enzima de restricdo Bsu 361
(Promega), seguindo-se o protocolo fornecido pelo fabricante, foram utilizados em co-

transfecgdes em placas 35 mm de didmetro com células BTI-TN5B1-4 (10° células). Os
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plasmideos e o DNA viral foram diluidos conjuntamente em 250 pl de meio de cultura TC-

100 sem soro em uma placa de 35 mm de didmetro. A mesma diluicao foi feita com 10 ul
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o e pSynXIV VIX3 funfused)
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P el 1454 ATAMAMACCTATARATAgatcategaat tetcaaactqemmmtedgtegacceaagaataaagagctocalt
ﬁllll Smal Sstl

Asull 1666
Kpnl 1729 i

naBl 1909

Nael 536

Miul 152

——
PsynXIV Ppolh

polyhedrin

Ndel 5624 BspGl 2079
pSynXIV VI+ X3
5837 bp
pSyncry4Aa
Agel 2757
AlwNI 3976 Regido “Polylinker”:

pSynXIV VI*X3/3

MET o ley Gin Ile Cys Arg Pro Gly ... -93
“p Smal sstl |

AATAgatcatcgaattaat atg gga ai¥ <aq a gt cga ccc ggg aataaagagctccah
Sall poly(A)

(B)

pFastcry4Aa

Figura 10. Construcdo dos vetores de transferéncia. A, Clonagem do gene cry4Aa no vetor
pSynXIV VI+X3 digerido previamente com Bgl II, e do gene cry4Ba no vetor pSynXIV
VI+X3/3 digerido previamente com EcoR I e Bgl II. B, Clonagem do gene cry4Aa no vetor

pFastBac1® digerido previamente com BamH 1.
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10 pl de lipofectina (Cellfectin® Invitrogen). As dilui¢des foram misturadas e incubadas por
15 min a temperatura ambiente. O meio de cultura da placa de células foi, posteriormente,
substituido por 500 ul da mistura de DNA/lipofectina possibilitando a cobertura da
monocamada de células. A placa foi incubada por 3 h a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, foi adicionado a placa 1,5 ml de meio de cultura TC-100 contendo 10% de soro
fetal bovino e as células incubadas a 27°C por sete dias. A recombina¢do homodloga
ocorrida entre as regides flanqueadoras do gene heter6logo dos vetores de transferéncia e
regides homologas do DNA do virus vSynVI gal, que flanqueiam o gene lac Z que codifica
uma [-galactosidase, permitiram a recuperacdo do gene da poliedrina pelo virus
recombinante, j& que o genoma do vSynVIgal possui o gene lac Z inserido no 16cus do
gene da poliedrina (Figura 8). O genoma do vSynVI gal possui um tnico sitio de Bsu 361
dentro do gene lac Z e a linearizagdo torna o virus ndo infectivo (Kitts et alli, 1990),
facilitando a purificagdo do virus recombinante, j4 que a recombina¢do homodloga recupera
a forma circular infectiva do genoma do virus. Os sobrenadantes das placas foram coletados
e usados para purificacio dos virus recombinantes, vSyncry4Aa e vSyncry4Ba, em
diluicdes seriadas em placas de 96 pocos (O’Reilly et alli, 1992). Foram realizados quatro
ciclos de dilui¢des seriadas, a partir de pocos com formagao de poliedros, para a purificagdao
dos virus recombinantes. A observacdo de pocos contendo células que apresentavam a
formacgdo de poliedros foi realizada em um microscopico de luz invertida (Axiovert 100,
Zeiss). Os virus recombinantes foram amplificados em células BTI-TN5B1-4, purificados e
seus DNA extraidos e analisados por PCR, para confirmacao da inser¢dao dos genes cry4Aa

e cry4Ba, como descrito em O’Reilly et alli, (1992).
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4.6 — Construcao, por transposicio, e isolamento de um baculovirus recombinante
contendo o gene cry4Aa.

Células DH10Bac™ foram transformadas com DNA do vetor de transferéncia
pFastcry4Aa de acordo com as instrucdes do kit Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
System, Invitrogen. As células foram incubadas em placa de Petri com IPTG e X-Gal a
37°C por 48 h e os clones positivos selecionados por apresentarem coloracdo branca devido
a interrup¢ao do gene lac Z pelo gene cry4Aa. Andlise por PCR foi ralizada para
confirmacdo da insercdo e orientacdo do gene cry4Aa no bacmideo. Um pug do DNA do
bacmideo recombinante foi utilizado para transfectar células de inseto BTI-TN5B1-4 (10°
células). O bacmideo foi diluido em 250 pl de meio de cultura TC-100 sem soro em uma
placa de 35 mm. A mesma diluicdo foi realizada com 10 pl de lipofectina (Cellfectin®,
Invitrogen). As diluicdes foram misturadas e incubadas por 15 min a temperatura ambiente.
O meio de cultura da placa de células foi, posteriormente, substituido por 500 ul da mistura
de DNA/lipofectina possibilitando a cobertura da monocamada de células. A placa foi
incubada por 3 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionado a placa 1,5 ml
de meio de cultura TC-100 contendo 10% de soro fetal bovino e as células incubadas a
27°C por sete dias. Seguindo-se este intervalo de tempo, o sobrenadante da placa foi
utilizado para amplificagcdo do virus em nova placa de 100 mm contendo células BTI-
TNS5B1-4. Foi realizada visualizacdo da placa por microscopia de luz invertida (Axiovert

100, Zeiss).

4.7 — Analise transcricional dos genes cry4Aa e cry4Ba em células de inseto
Duas placas de 100 mm de diametro (TPP) contendo 5 x 10° células BTI-TN5B1-4,

incubadas a 27°C, foram utilizadas para infec¢do com os virus vSynCry4Aa e vBacCry4Aa
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para extracdo do RNA total 72 h.p.i.. Apds o periodo de incubacdo, as células foram
coletadas e centrifugadas a 5.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em TRIzol® (Invitrogen) para extracio do RNA total, de acordo
com as instru¢des do fabricante. O cDNA foi produzido usando-se o oligonucleotideo T1
(T1: 5S’CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3°) (Rodrigues et alli,
2001) em concentracdo inicial de 10mM e o Kit M-MLV-RT (Invitrogen), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. Dois ul do cDNA correspondente ao mRNA do gene cry4Aa,
obtido de cada placa foram utilizados para PCR, com um oligonucleotideo especifico para
uma regido interna do gene, o pCry4AaF3 (Tabela 2). Também foi utilizado, na reagcao de
PCR, um outro oligonucleotideo, T2 (concentracdo inicial de 10mM), que € idéntico aos
primeiros 17 nucleotideos do T1 (T2: 5° CCTGCAGGATCCTTAGGTT 3°). A reacdo
foram adicionados dNTP em concentracio inicial de 10mM, MgCI** (25mM) e tampdo da
Taq polimerase 1x (Invitrogen®). O programa de PCR para a amplificacio dos genes,
usando-se 1 U da enzima Taq polimerase (Invitrogen®) foi composto dos seguintes passos:
94°C/5 min seguido por 30 ciclos de 94°C/1 min e 30 s, 57°C/1 min e 30 s, 72°C/2 min e
uma extensdo final a 72°C/7 min. Os produtos da reagdo foram analisados em gel de
agarose 0.8% e as bandas originadas pela reacdo de PCR foram eluidas do gel usando-se o
kit GFX (Amersham) e seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. A confirmagio do
resultado procedeu-se por digestdo enzimdtica com 1 U da enzima EcoR V (Promega),
seguindo-se o protocolo fornecido pelo fabricante. O produto da digestdo foi utilizado para
eletroforese em gel de agarose a 1,0%. A mesma metodologia descrita acima foi utilizada
para a andlise transcricional do gene cry4Ba. A reacdo de PCR a partir do cDNA do gene
em questdo, foi realizada empregando-se o oligonucleotideo T2 juntamente com o oligo

pCry4BaF5 que anela-se internamente ao gene cry4Ba. O programa utilizado para a PCR
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foi composto pela seqiiéncia: 94°C/5 min seguido por 30 ciclos de 94°C/1 min, 53°C/1min e
30 s, 72°C/Imin e 30 s e uma extensdo final a 72°C/7 min. O produto da reacdo foi

analisado em gel de agarose 0.8%.

4.8 — Expressao das toxinas Cry4Aa e Cry4Ba ao longo da infec¢ao por baculovirus
recombinantes em células de inseto

Os virus recombinantes, vSynCry4Aa, vBacCry4Aa e vSynCry4Ba foram
utilizados, na concentracdo inicial de 10 pfu (unidade formadora de placa), para infectar,
cada virus, 5 x 10° células de inseto BTI-TN5B1-4 em trés placas de 100 mm de diametro
(TPP). As placas foram incubadas a 27°C e as células foram coletadas a 72, 96 e 120 h.p.i.
e centrifugadas a 5.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
lavado trés vezes com PBS (136 mM NaCl, 1,4 mM KH,PO,, 2,6 mM KCIl, 8 mM
Na,HPO4.2H,0, pH 7.4). O virus vSynVI gal foi utilizado como controle para infectar 5 x
10° células em placa de 100 mm de didmetro. Os extratos de células foram ressuspendidos
em 100 ul de PBS e estocados a —80°C. Foram utilizados 10 ul de cada amostra para
andlise em SDS-PAGE a 12% (Laemmli, 1970) usando o aparato Mini-Protean II e de

acordo com protocolo de instru¢des do fabricante (Bio-Rad).

4.9 - Expressao de proteinas Cry heterologas em lagartas de terceiro instar de
Spodoptera frugiperda infectadas com os virus recombinantes.

Duzentas larvas de terceiro instar de S. frugiperda foram infectadas por injecao
subcutanea com aproximadamente 30 ul (para cada lagarta) dos virus recombinantes

vBacCryry4Aa (10° pfu/mL), vSynCry4Aa (10" pfu/mL) e vSynCry4Ba (10’ pfu/mL).
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Também foi utilizado o virus selvagem AcMNPV como controle para infec¢cao de larvas de
S. frugiperda. Apés 120 h.p.i, as lagartas foram coletadas e homogeneizadas em 1 mL de
dgua para cada 10 lagartas. O homogeneizados foram filtrados em 12 de vidro e submetidos a
centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min. O sobrenadante de cada amostra foi descartado e o
sedimento ressuspendido em uma solug@o contendo 0.5 M de SDS para nova centrifugacao a
10.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em uma
solugd@o contendo 0.5 M de NaCl e mais uma centrifugacao foi feita a 10.000 x g por 10 min.
O sedimento foi mantido e, posteriormente, ressuspendido em uma solu¢cdo de 100 mM de
EDTA, 40 mM de EGTA e 1,0 mM de PMSF. As amostras resultantes, contendo cristais das
proteinas Cry heter6logas e outras proteinas, foram analisadas em microscopia de luz
(Axiovert 100, Zeiss), fotografadas, e posteriormente armazenadas a -80 °C. As amostras
também foram analisadas em SDS-PAGE a 12% para quantificagdo das proteinas de
interesse através do programa Image Phroretix 2D (Pharmacia), que calculou as

concentracdes das proteinas Cry recombinantes para 1 mL de cada homogeneizado.

4.10 - Purificacao de cristais de Bacillus thuringiensis por gradiente de sacarose
Esporos de B. thuringiensis da estirpe S2036 do banco de Bacillus da Embrapa -
Recursos Genéticos e Biotecnologia, expressando a toxina Cry4Aa, foram inoculados em
600 mL de meio de cultura HCT a 30°C. Apds 72 h, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g
por 10 min e o sobrenadante eliminado. O sedimento foi ressuspendido e lavado em 30 mL
de uma solu¢do contendo 0,3M de NaCl, 0,0lM de EDTA pH 8,0 e submetido a
centrifugacdo a 12.000 x g por 10 min. Este procedimento foi repetido por trés vezes,
sendo o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em 30 mL de PMSF a 1,0

mM ao final da terceira centrifugacdo. A amostra foi novamente lavada trés vezes com o
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mesmo volume de PMSF a 1,0 mM por centrifugacdo a 12.000 x g por 10 min. O
sedimento foi ressuspendido em tampao TTN (20mM de Tris HCI, 300mM de NacCl, 0,1%
de Triton x-100 pH 7,2. A amostra foi submetida a centrifugacao a 25.000 x g por 30 min
em gradiente de sacarose contendo solucdes a 84%, 79%, 72% e 67%. As duas bandas
superiores, correspondentes a toxina Cry4A, foram coletadas e adicionadas a solucdo de
Triton x-100 a 0,1%. Trés centrifugacdes foram realizadas, sendo as amostras
ressuspendidas em solugdo de Triton x 100 a 0,1% previamente as centrifugacdes. O

sedimento foi mantido e lavado duas vezes com PMSF a 1mM.

4.11 - Bioensaios

Os bioensaios contra larvas de A. aegypti foram realizados utilizando-se as amostras
de proteinas Cry heter6logas expressas em baculovirus obtidas do processo de
homogeneizagao de lagartas de S. frugiperda, descrito no item 4.9, e a amostra de proteina
Cry nativa, obtida de B. thuringiensis da estirpe S-2036 como descrito no item 4.10.

Larvas de segundo instar de A. aegypti, pertencentes a coldnia brasileira Dival,
adquiridas junto ao insetario da Zoonose-DF e mantidas segundo o protocolo de criagao de
mosquitos da institui¢do, foram separadas em grupos de 25 larvas, em copos de plastico
contendo 100 mL de dgua destilada.

Sete doses das amostras contendo as proteinas Cry4Aa, derivadas dos virus
recombinantes vBacCry4Aa, vSynCry4Aa, Cry4Aa derivada de Bt e Cry4Ba derivada do
virus recombinante vSynCry4Ba, além de um controle positivo a base de Bti liofilizado
foram testadas (Tabela 3). Cada dose foi aplicada em um copo contendo dgua e larvas de
mosquitos mantido a temperatura ambiente por 24 h. Este procedimento foi feito em

triplicata para cada dose de cada amostra. Apds esse periodo, fez-se a leitura dos bioensaios
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e os dados coletados foram submetidos a andlise de Prébitos (Finney, 1971) para se
determinar as CLsy das amostras testadas. Também foram realizadas analises de variancia
nao-paramétrica usando-se o programa Sigma Stat 3.1 para comparacdo estatistica entre as

amostras.

Tabela 3 — Concentragao final do bioensaio de dose com as proteinas Cry4Aa, expressa em
vBacCry4Aa e vSyncry4Aa, Cry4Aa, expressa por Bt e Cry4Ba, expressa em vSyncry4Ba,

contra larvas de segundo instar de Aedes aegypti.

Dose Nuamero de larvas no Volume de 4gua em  Concentracao final
copo mL no copo (ng/mL)

1 25 100 350
2 25 100 280
3 25 100 225
4 25 100 175
5 25 100 105
6 25 100 70

7 25 100 17

Tabela 4 — Concentracdo final do bioensaio de dose com o controle positivo a base de Bti.

Dose Numero de larvas no Volume de 4gua em  Concentracao final
copo mL no copo (ng/mL)
1 25 100 10
2 25 100 8
3 25 100 6
4 25 100 4
5 25 100 2
6 25 100 1
7 25 100 0,5
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5- RESULTADOS

5.1 — Clonagem dos genes cry4Aa e cry4Ba e seqiienciamento do gene cry4Aa.

A amplificacdo dos genes cry4Aa e cry4Ba por PCR, com oligonucleotieos
especificos ja descritos, gerou fragmentos de 3.557 pb e 3.439 pb, respectivamente. Estes
foram clonados no vetor de clonagem pGEM®-Teasy (Promega), resultando na constru¢io
dos plasmideos pGemcry4Aa e pGemcry4Ba (figura 12 A e B). A confirmacdo das
clonagens foi realizada por ensaios de restricao, a partir de 300 ng do DNA plasmidial dos
clones positivos, com a enzima BamH I para o gene cry4Aa e EcoR 1 e BamH 1 (Promega)
para o gene cry4Ba (figura 12 C). Andlise seqiiencial dos clones positivos, inicialmente
com os oligonucleotideos SP6 e T7 e, posteriormente com os oligonucleotideos internos do
gene cry4Aa e descritos na tabela 2, resultou em uma ORF de 3543 pb correspondente a
1180 aminodcidos. A andlise por BLAST do seqiienciamento obtido revelou alteracdes em
onze nucleotideos, o que resultou na mudanga de oito aminoacidos S16T, E32G, T301P,
F569L, H572R, D98ON, F1168V, 11170K (figura 13). A andlise por BLAST revelou ainda,
que o gene cry4Aa possui 98% de identidade com o gene cry4Aal descrito por Ward &

Ellar, 1987, depositado no Genbank acesso n°Y(00423.
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Figura 11. Clonagem dos genes cry4Aa e cry4Ba no vetor de clonagem pGem®—Teasy. Ae
B, esquema da clonagem dos genes cry4Aa e cry4Ba. C, gel de agarose a 0,8% mostrando
as digestdes dos vetores de clonagem pGemcry4Aa e pGemcry4Ba. 1, marcador
Lambda/PstI (Promega); 2, DNA do plasmideo pGemcry4Aa (ndo digerido); 3, digestdo do
plasmideo pGemcry4Aa com a enzima de restricdo BamH 1 para libera¢do do fragmento de
aproximadamente 3,5 kb correspondente ao gene cry4Aa; 4, DNA do plasmideo
pGemcry4Ba (ndo digerido); 5, digestdo do plasmideo pGemcry4Ba com as enzimas de
restricdo BamH 1 e EcoR 1 para liberagcdo do fragmento de aproximadamente 3,4 kb
correspondente ao gene cry4Ba. A seta indica os genes liberados pelas digestdes logo acima
da banda de 3,0 kb, correspondente ao plasmideo pGEM®—Teasy (Promega).
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3367 acgcttatggattgtgaggagaatcaagaaaaattgacgtttacgtcttgtgaagaaggatatattacgaagacagtagatgtattcccagatacagatcgt 3468
T ...~ D C E E N QO E K L T F T s C E E G Yy I T K T v D v F P D T D R
BamHT
g aa 4 — pCry4AaR
3469 gtacgaattgagataggcgaaaccgaaggttcgttttatatcgaaagcattgaattaatttgcatgaacgagtgacctagge 3550
vV R I E I G E T E G S F>VY I> E S I B L I C M N E *

Figura 12. Andlise da seqiiéncia do gene cry4Aa. Os oligonucleotideos utilizados para o seqiienciamento (Tabela 2) estdo em destaque. Em
azul, sao mostrados os oligos (“forward”) pCry4AaF, pCry4AaF1, pCry4AaF2 e pCry4AaF3. Em vermelho sao mostrados os oligos (“reverse”)
pCry4AaR, pCry4AaR1, e pCry4AaR2. Em marrom, estdo demarcados os nucleotideos e aminodcidos que diferem em relacdo a seqiiéncia do
gene cry4Aa descrita por Ward & Ellar (1987), depositado no Genbank acesso n° Y00423. Em roxo, aparecem as seqii€éncias correspondentes
ao sitio de restricdo da enzima BamH 1. A seqiiéncia de aminodcidos é mostrada abaixo da seqiiéncia de nucleotideos. Os sitios de inicio (atg) e

término da traducdo (tga) sdo mostrados em itdlico.
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pCry4BaFI____3
atgggaggaataaat
Eco RI
1 atgaattcaggctatccgttagcgaatgacttacaagggtcaatgaaaaacacgaactataaagattggctagccatgtgtgaaaataaccaacagtatggce
M NS G Y P L ANDIL O G S MK N TN Y K D WL A M CE N N O QO Y G
103 gttaatccagctgcgattaattcttcttcagttagtaccgctttaaaagtagctggagctatccttaaatttgtaaacccacctgcaggtactgtcttaacce
v N P A A I N S S S V S T A L K V A G A I L X F VN P P A G T Vv L T
205 gtacttagcgcggtgcttcctattctttggccgactaatactccaacgecctgaaagagtttggaatgatttcatgaccaatacagggaatcttattgatcaa
v L.s A V L P I L W P T N T P T P E R V W N D F M T N T G N L I D OQ
pCrydBaF2 — 3
307 actgtaacagcttatgtacgaacagatgcaaatgcaaaaatgacggttgtgaaagattatttagatcaatatacaactaaatttaacacttggaaaagagag
T v T A Y VvV R T D A N A KM T V V K D Y L DO Y T T K F N T W K R E
4—— pCry4BaRl1
409 cctaataaccagtcctatagaacagcagtaataactcaatttaacttaaccagtgccaaacttcgagagaccgcagtttattttagcaacttagtaggttat
P N N O S Y R T A V I T Q@ F N L T s A K L R E T A V Y F S N L V G Y
511 gaattattgttattaccaatatacgcacaagtagcaaatttcaatttacttttaataagagatggcctcataaatgcacaagaatggtctttagcacgtagt
E L L. L L p I ¥ A Q V A N F N L L L I R D G L I N A Q E W S L A R S

613 gctggtgaccaactatataacactatggtgcagtacactaaagaatatattgcacatagcattacatggtataataaaggtttagatgtacttagaaataaa
A G D Q L ¥y N T MV QY T K E Y I A H S I T W Y N K G L D V L R N K
715 tctaatggacaatggattacgtttaatgattataaaagagagatgactattcaagtattagatatactcgctctttttgccagttatgatccacgtcgatac
s N G 9 w I T F N D Y K R E M T I ¢ V L D I L A L F A S Y D P R R Y
pCry4BaF3 EE— Cry4BaR2
817 cctgcggacaaaatagataatacgaaactatcaaaaacagaatttacaagagagatttatacagctttagtagaatctccttctagtaaatctatagcagcea
Pp A D K I DNT K L S K T E ¥ T R E I ¥ T A L V E S P s s K S I A A
t
919 ctggaggcagcacttacacgagatgttcatttattcacttggctaaagagagtagatttctggaccaatactatatatcaagatttaagatttttatctgcece
L £ A AL TR DV H L ¥F T WwW»L K R V D F W T N T I Y © D L R F L S A
1021 aataaaattgggttttcatatacaaattcttctgcaatgcaagaaagtggaatttatggaagttctggttttggttcaaatcttactcatcaaattcaactt
N K I 6 F S ¥ T N S S A M Q E s G I ¥ GG S S G F G S N L T H O I O L
1123 aattctaatgtttataaaacttctatcacagatactagctccccctctaatcgagttacaaaaatggatttctacaaaattgatggtactcttgectecttat
N S NV Y K T s I T DT S S P S N R V T K M D F Y K I D G T L A S Y
1225 aattcaaatataacaccaactcctgaaggtttaaggaccacattttttggattttcaacaaatgagaacacacctaatcaaccaactgtaaatgattatacg
N S N I T P T P E G L R T T F F G F S T N E N T P N Q P T V N D Y T
pCry4BaF4 > < pCry4BaR3
1327 catattttaagctatataaaaactgatgttatagattataacagtaacagggtttcatttgcttggacacataagattgttgaccctaataatcaaatatac
H I L s Yy I K T D V I DY N S N R V S F A W T H K I VvV D P N N O I Y

102

204

306

408

510

612

714

816

918

1020

1122

1224

1326

1428
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1429 acagatgctatcacacaagttccggccgtaaaatctaacttcttgaatgcaacagctaaagtaatcaagggacctggtcatacagggggggatctagttgcet
T b A I T Q VP AV K S N F L. N A T A K V I K G P G H T G G D L V A

1531 cttacaagcaatggtactctatcaggcagaatggagattcaatgtaaaacaagtatttttaatgatcctacaagaagttacggattacgcatacgttatgcet
L. T s N GGG T L S G R M E I 0 C K T s I F N D P T R S Y G L R I R Y A
1633 gcaaatagtccaattgtattgaatgtatcatatgtattacaaggagtttctagaggaacaacgattagtacagaatctacgttttcaagacctaataatata
AN S P I VL NV S YV L Q GV S R T T I s T E S T F S R P N N I
1735 atacctacagatttaaaatatgaagagtttagatacaaagatccttttgatgcaattgtaccgatgagattatcttctaatcaactgataactatagctatt
r p T DL K Y E EF R Y K D P ¥ DATI V P MU R L S s N o L I T I A I
pCry4BaF5 pCry4BaR4
1837 caaccattaaacatgacttcaaataatcaagtgattattgacagaatcgaaatta!tccaatcactcaatctgtattagatgagacagagaaccaaaattta
o p L N M T S NN OV I I DR I EE I I P I T @ S V L D E T E N O N L
1939 gaatcagaacgagaagttgtgaatgcactgtttacaaatgacgcgaaagatgcattaaacattggaacgacagattatgacatagatcaagccgcaaatctt
E S E R E VV N AL F T N D A K D A L N I G T T D Y D I D O A A N L
2041 gtggaatgtatttctgaagaattatatccaaaagaaaaaatgctgttattagatgaagttaaaaatgcgaaacaacttagtcaatctcgaaatgtacttcaa
v B ¢ I S E E L ¥ P K E K M L L L D E V K N A K OQ L S O S R N V L 0O
2143 aacggggattttgaatcggctacgcttggttggacaacaagtgataatatcacaattcaagaagatgatcctatttttaaagggcattaccttcatatgtct
N G D F E S AT L G W T T s DN I T I o E D D P I F K G H Y L H M S
2245 ggggcgagagacattgatggtacgatatttccgacctatatattccaaaaaattgatgaatcaaaattaaaaccgtatacacgttacctagtaaggggattt
G A R DI D G T I ¥ P T Yy I F 0 K I D E s K L K P Y T R Y L V R G F
pCry4BaF6 < pCry4BaR5
2347 gtaggaagtagtaaagatgtagaactagtggtttcacgctatggggaagaaattgatgccatcatgaatgttccagctgatttaaactatctgtatccttcet
v 6 s s K b Vv EL VVS RY G E E I DAI MNV P A DL N Y L Y P S
2449 acctttgattgtgaagggtctaatcgttgtgagacgtccgctgtgeccggctaacattgggaacacttctgatatgttgtattcatgeccaatatgatacaggg
T ¥ D C E G S N R C E T S A V P A NI G N T s D M L Y S C O Y D T G
2551 aaaaagcatgtcgtatgtcaggattcccatcaatttagtttcactattgatacaggggcattagatacaaatgaaaatataggggtttgggtcatgtttaaa
K K H vv C D S H ©F s ¥ T I D T G A L D T N E N I G V W V M F K
2653 atatcttctccagatggatacgcatcattagataatttagaagtaattgaagaagggccaatagatggggaagcactgtcacgcgtgaaacacatggagaag
I s s p D G Y A S L DNL E V I E E GG P I D GG E A L S R V K H M E K
2755 aaatggaacgatcaaatggaagcaaaacgttcggaaacacaacaagcatatgatgtagcgaaacaagccattgatgctttattcacaaatgtacaagatgag
K w N D O M E A K R S E T QO O A Y D V A K Q A I D A L F T N V QO D E
2857 gctttacagtttgatacgacactcgctcaaattcagtacgctgagtatttggtacaatcgattccatatgtgtacaatgattggttgtcagatgttccaggt
AL QO F DT T L A QQ I Q0 Y A E Y L V ¢ s I P Y V Y N D W L S D V P G
4— pCry4BaR6
2959 atgaattatgatatctatgtagagttggatgcacgagtggcacaagcgcgttatttgtatgatacaagaaatattattaaaaatggtgattttacacaaggg
M N Y D I ¥ V E L D A R V A QO A R Y L Y D T R N I I K N G D F T O G
3061 gtaatggggtggcatgtaactggaaatgcagacgtacaacaaatagatggtgtttctgtattggttctatctaattggagtgctggecgtatctcaaaatgtc
v M 6 W H V T G N A D V Q0 © I D GV S VL V L S N W S A G V S O N V

1530

1632

1734

1836

1938

2040

2142

2244

2346

2448

2550

2652

2754

2856

2958

3060

3162
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3163 catctccaacataatcatgggtatgtcttacgtgttattgccaaaaaagaaggacctggaaatgggtatgtcacgcttatggattgtgaggagaatcaagaa 3264
H L 9 H N H G ¥ VL R V I A K K E G P G N G Yy V T L M D C E E N QO E

3265 aaattgacgtttacgtcttgtgaagaaggatatattacgaagacagtagatgtattcccagatacagatcgtgtacgaattgagataggcgaaaccgaaggt 3366
Kk ... T #» T s C¢C E E G Yy I T K T v b Vv ¥ P D T D R V R I E I G E T E G

<4— pCry4BaR BamHT
3367 tcgttttatatcgaaagcattgaattaatttgcatgaacgagtgacctagge 3419
s ¥ ¥y I E S I E L I C M N E *

Figura 13. Anidlise da seqiiéncia do gene cry4Ba. Os oligonucleotideos utilizados para o seqiiénciamento (Tabela 2) estao em destaque. Em
azul, sdo mostrados os oligos (“forward”) pCry4BaF, pCry4BaFI1, pCry4BaF2, pCry4BaF3, pCry4BaF4, pCry4BaF5 e pCry4BaF6. Em
vermelho sdo mostrados os oligos (“reverse”) pCry4BaR, pCry4BaR1, pCry4BaR2, pCry4BaR3, pCry4BaR4, pCry4BaR5, pCry4BaR6. Em
verde escuro, estd mostrado o nucleotideo que difere em relagdo a seqiiéncia do gene cry4Bal descrita por Chungjatpornchai et alli, 1988 e
depositada no GeneBank acesso n° X00423.. Em verde claro € mostrada a seqiiéncia do sitio de restricdo da enzima EcoR 1. Em roxo, aparecem
as seqii€éncias correspondentes ao sitio de restricdo da enzima Bam H1. A seqiiéncia de aminodcidos € mostrada abaixo da seqiiéncia de

nucleotideos. Os sitios de inicio (atg) e término da tradudo (tga) sdo mostrados em itélico.
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5.2 — Construcao dos vetores de transferéncia e dos baculovirus recombinantes

Ap6s digestdo dos plasmideos pGemcry4Aa e pGemcry4Ba para liberacao dos
genes clonados, os mesmos foram, respectivamente, inseridos nos vetores de transferéncia
pSynXIV VI+X3, previamente digerido e linearizado com BgI/Il, e pSynXIV VI+X3/3,
previamente digerido com as enzimas EcoR 1 e Bgl 1. As novas constru¢des deram origem
aos plasmideos pSyncry4Aa e pSyncry4Ba. O gene liberado do pGemcry4Aa também foi
clonado, para comparacdo, no vetor de transferéncia pFastBacl®, previamente digerido
com a enzima BamH 1, originando o plasmideo pFastcry4Aa.

A confirmacgao das inser¢des génicas nos plasmideos vetores se deu por PCR com o
oligonucleotideo ORF 603 que anela-se entre os nucleotideos +8 e -11 relativos ao cédon
de inicio da ORF 603, especifico para o pSynXIV VI+X3 e oligos especificos para os genes
cry4Aa e cry4Ba (Figura 14). Para o plasmideo pFastcry4Aa o oligonucleotideo polhR,
especifico para o promotor da poliedrina no pFastBac1® foi utilizado juntamente com um
oligo especifico para o gene cry4Aa (Figura 14).

Os vetores pSyncry4Aa e pSyncry4Ba foram co-transfectados com o DNA do
baculovirus vSynVI'gal em células de inseto BTI-TN5B1-4 para assim, gerar os virus
vSyncry4Aa e vSyncry4Ba por recombinacdo homoéloga. Este evento permite a expressao
do gene exdgeno sob o comando do promotor alterado da poliedrina, o PXIV (Wang et alli,
1991). Ainda, os virus recombinantes recuperaram o gene da poliedrina que € expresso sob
o comando do promotor da poliedrina. Apds isolamento em placas de diluicdo de 96 pogos,
a confirmagdo das insercdes génicas, no genoma dos baculovirus parentais, foi realizada
por PCR com oligonucleotideos especificos para os genes de interesse, cry4Aa e cry4Ba,

que produziu fragmentos correspondentes a esses dois genes (Figura 14).
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O vetor pFastcry4dAa deu origem ao virus recombinante vBacCry4Aa por
transposicdo, em células de E. coli DH10Bac™. A confirmacdo da insercdo do gene cry4Aa
no genoma do baculovirus foi realizada por PCR com os oligonucleotideos M13F,

especifico para o Bacmideo e o oligo pCry4AaR (Figura 14).

A) (B)
e 1 23 4 5 6 7
—-orF603—  crydAa - - 22—
Ly .
vSyncry4Aa
4B ~
- >
ORF6O3—[> cry4pa
PXIV

vSyncry4Ba

Ppolh

| <
TR crviAa - svio o -

Ly
pFastcry4Aa

cry4Aa
vBacCry4Aa
|
<«

MI3F pCry4AaR

Figura 14. Andlise da inser¢do correta dos genes cry4Aa e cry4Ba nos vetores pSynXIV
VI+X3, PSynXIV VI+X3/3 e pFastBacl® e virus recombinantes. A, esquema mostrando a
posicdo dos genes clonados no l6cus do gene da poliedrina nos diferentes virus
recombinantes. B, gel de agarose a 0,8% para confirmacdo das construgdes plasmidiais e
dos virus recombinantes. 1, marcador Lambda/Pstl (Promega); 2, PCR do vetor
pSyncry4Ba com os oligos polhF/pCry4dBaR produzindo um fragmento de
aproximadamente 3.6 kb; 3, PCRdo vetor pFastcry4Aa com os oligos polhF/ pCry4AaR
produzindo um fragmento de aproximadamente 3,6 kb; 4, PCR do vetor pSyncry4Aa com
os oligos pCry4AaF/ORF603 produzindo um fragmento de aproximadamente 3,6 kb; 5,
PCR do virus recombinante vBacCry4Aa com os oligos M13F/pCry4AaR produzindo um
fragmento de aproximadamente 5.0 kb; 6, PCR do virus recombinante vSynCry4Aa com os
oligos pCry4AaF/ORF603; 7, PCR do virus recombinante vSynCry4Ba com os oligos
pPolhF/pCry4BaR.
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Células de inseto BTI-TNS5B1-4, infectadas em placas individuais com os virus
recombinantes vSynCry4Aa, vSynCry4Ba e vBacCry4Aa, foram visualizadas por
microscopia de luz invertida, apds sete dias de infec¢do, para identificacdo de possiveis

cristais constituidos pelas proteinas recombinantes dos virus construidos (Figura 15).

@ (B)

N

Figura 15. Microscopia de luz invertida de células de inseto BTI-TN5B1-4 infectadas com
baculovirus recombinantes apds sete dias de infec¢@o. A, células ndo infectadas (mock); B,
Células infectadas com o virus vSynCry4Aa; C, Células infectadas com o virus
vBacCry4Aa; (D) — Células infectadas com o virus vSynCry4Ba; (Cr) — possiveis cristais

das proteinas recombinantes; (P) — poliedro.
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5.3 — Analise transcricional dos genes cry4Aa e cry4Ba

A transcricdo dos genes exdgenos inseridos nos baculovirus recombinantes
construidos neste trabalho, se fez por RT-PCR a partir do mRNA isolado de placas de 100
mm (TPP) contendo 5 x 10° células de inseto BTI-TN5B1-4, infectadas com os baculovirus
recombinantes vBacCry4Aa, vSynCry4Aa e vSynCry4Ba a 72 h.p.i.. O oligonucleotideo
pCry4AaF3, especifico para a regidao interna do gene cry4Aa, e que anela-se na posi¢ao
1669 a 1680 em relacdo ao inicio do gene, produziu um fragmento esperado de
aproximadamente 2.000 pb ao final da reacdo com as amostras dos virus vBacCry4Aa e
vSynCry4Aa. O produto obtido pela RT-PCR foi submetida a uma digestdo com a enzima
de restricdo EcoR V (Promega), que corta o gene na posi¢ao 3.102, em relacdo ao sitio de
inicio do gene. A digestdo produziu um fragmento de cerca de 500 pb e outro de
aproximadamente 1500 pb, conforme esperado (Figura 16 A). O cDNA produzido a partir
da amostra do virus vSynCry4Ba, foi gerado com o oligonucleotideo pCry4BaFS5,
especifico para a regido interna do gene cry4Ba. O fragmento obtido, ao final da RT-PCR
correspondeu a aproximadamente 1.700 pb e ndo a 1000 pb como esperado, ja que o
oligonucleotideo pCry4BaF5 anela-se na posicdo +2548 a +2565 em relag¢do ao sitio de
inicio do gene. Sendo assim, foi realizada, para confirmacdo, outra reagcdo de PCR com os
oligonucleotideos pCry4BaF5 e pCry4BaR6, sendo que este ultimo anela-se na posi¢ao

3.067 a 3.084 em relacdo ao sitio de inicio do gene (Figura 16 B).
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A) 1 2 3 4 5

Figura 16. Andlise transcricional dos genes cry4Aa e cry4Ba em células de inseto com os
baculovirus recombinantes. Gel de agarose a 0,8%, evidenciando a transcri¢do por RT-PCR
dos genes heter6logos cry4Aa (A) e cry4Ba (B e C). A, 1, marcador 1 kb DNA ladder
(Promega); 2, RT-PCR a partir de células infectadas com vBacCry4Aa; 3, digestdo do RT-
PCR de células infectadas com o vBacCry4Aa com EcoR I; 4, RT-PCR a partir de células
infectadas com vSynCry4Aa; 5, digestdo do RT-PCR de células infectadas com o
vSyncry4Aa com EcoR 1. B, 1, marcador Lambda/Pstl (Promega); 2, RT-PCR de células
infectadas com o vSyncry4Ba. C, PCR com os oligos pCry4BaF5/pCry4BaR6, a partir do

RT-PCR realizado com células infectadas com vSynCry4Ba.

5.4 - Andlise da expressao das toxinas Cry4Aa e Cry4Ba de baculovirus
recombinantes em células de inseto

A expressdo das toxinas Cry4Aa e Cry4Ba, em células de inseto, foi analisada nos
intervalos de 72, 96 e 120 horas, a partir do momento da infec¢do de placas de 100 mm
contendo células BTI-TN5B1-4, com os virus reombinantes vBacCry4Aa, vSynCry4Aa e
vSynCry4Ba. Extratos das células infectadas foram analisados em SDS-PAGE para
deteccao das proteinas recombinantes em torno de 130 kDa. Uma banda apresentando cerca

de 29 kDa, correspondente a poliedrina, também foi identificada nas amostras derivadas de
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células infectadas com os virus vSynCry4Aa e vSynCry4Ba. A amostra de extrato de
células infectadas com o virus parental, vSynVI gal, apresentou uma banda de 116 kDa
correspondente a [3-galactosidase, um produto do gene lac Z, enquanto a amostra de células

ndo infectadas (mock) produziu um perfil de proteinas diferente das demais amostras

(Figura 17).

5.5 — Analise da expressao de proteinas Cry recombinantes em lagartas de terceiro
instar de S. frugiperda.

Amostras de extrato de lagartas infectadas com os virus recombinantes
vBacCry4Aa, vSynCry4Aa e vSynCry4Ba, 120 h.p.i., foram aplicadas em SDS-PAGE a
12% para andlise do conjunto de proteinas obtidas da preparacdo dos extratos. Foram
identificadas, no gel, bandas de 130 kDa nas trés amostras, correspondentes as proteinas
Cry recombinantes. As amostras dos extratos de lagartas infectadas com o virus selvagem,
AcMNPV, apresentou uma banda de destaque, de 29 kDa, correspondente a poliedrina,
enquanto a amostra de lagartas ndo infectadas (mock) produziu um perfil de proteinas
diferente das demais amostras (figura 18 A). As amostras dos extratos de lagartas
infectadas pelos virus recombinantes, foram ainda, utilizadas para visualizacdo em
microscopia de luz invertida (Axiovert 100, Zeiss). Todas as amostras apresentaram cristais

de tamanhos variados, mas predominantemente na forma bipiramidal (Figura 18 B, C e D).
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28.5-

Figura 17. Andlise da expressao das proteinas heterélogas Cry4Aa e Cry4Ba em células de
inseto infectadas com os baculovirus recombinantes. SDS-PAGE a 12% mostrando em A,
1, marcador de massa molecular (Jena Bioscience); 2, 3 e 4, extrato de células BTI-Tn5B1-
4 infectadas com vBacCry4Aa a 72, 96 e 120 h.p.i.; 5, 6 e 7, extrato de células BTI-Tn5B
1-4 infectadas com vSynCry4Aa a 72, 96 e 120 h.p.i.; 8, extrato de células BTI-Tn5B1-4
ndo infectadas; 9, extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com vSynVI'gal 120 h.p.i. B,
1, Marcador de massa molecular (Jena Bioscience); 2, mock; 3, extrato de células BTI-
Tn5B1-4 infectadas com vSynVIgal 120 h.p.i.; 4, 5 e 6, extrato de células extrato de
células BTI-Tn5B1-4 infectadas com vSynCry4Ba a 72, 96 e 120 h.p.i.. As setas pretas
indicam as proteinas Cry recombinantes de 130 kDa. As setas brancas indicam bandas

correspondentes a proteina poliedrina.
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Figura 18. Andlise da expressdo das proteinas heterélogas Cry4Aa e Cry4Ba em lagartas
de S. frugiperda infectadas com os virus recombinantes. A, SDS-PAGE a 12 % mostrando
em 1, marcador de massa molecular; 2, proteina CrylAb, de 130 kDa, utilizada como
marcador; 3, extrato de lagartas nao infectadas; 4, extrato de lagartas infectadas com o virus
selvagem AcMNPV; 5S.extrato de lagartas infectadas com vBacCry4Aa; 6, extrato de
lagartas infectadas com vSynCry4Ba; 7, extrato de lagartas infectadas com vSynCry4Aa.
As setas pretas indicam as proteinas Cry heter6logas. As setas brancas indicam bandas
correspondentes a proteina poliedrina. B, C e D mostram possiveis cristais (setas) das
proteinas Cry heterélogas em extratos de insetos infectados com os virus recombinantes

vBacCry4Aa (B), vSynCry4Aa (C) e vSynCry4Ba (D) vistos ao microscopio de luz.
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5.6 — Bioensaios

Grupos de larvas de S. frugiperda infectadas separadamente com os virus
recombinantes vSynCry4Aa, vBacCry4Aa e vSynCry4Ba foram homogeneizadas para
obtencdo dos respectivos extratos como descrito anteriormente. Estas amostras foram
analisadas por SDS-PAGE a 12% e quantificadas, através de cédlculos proporcionais, com o
auxilio do programa Image Phroretix 2D (Pharmacia) (Figura 19 A, B e C). Também foram
purificados cristais da proteina Cry4Aa de B. thuringiensis da estirpe S2036 e quantificados
pelo mesmo método citado acima. Foram feitos ensaios de dose tanto com os extratos de
lagartas como com os cristais purificados de Bt, além da utilizacdo da amostra de Bti da
estirpe IPS-82 do Instituto Pasteur, liofilizada como controle positivo. As CLsy das
proteinas recombinantes como também da proteina nativa purificada de Bt e da amostra de
Bti sao mostradas na tabela 5.

Os resultados de CLsy obtidos revelaram que as amostras testadas possuem
atividade toxica para larvas de segundo instar de A. aegypti, sendo que o Bti liofilizado
apresentou a maior atividade, seguido em ordem decrescente, pela proteina Cry4A nativa
purificada de Bt, extrato de vSynCry4Ba, vSynCry4Aa e vBacCry4Aa. Foi testada ainda, a
atividade do virus selvagem AcMNPV (dados ndo mostrados), que nao apresentou

atividade contra larvas de A. aegypti.
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Aa 1 2 3

©

Concentracao (pg)

1 2 3 4 5 6 9 10 11

0.3063333 1.452 0.2913333 1.1186666 1.4856666 0.4013333  20.758 19.153333  22.617

Figura 19. Andlise da expressdo das proteinas heter6logas Cry4Aa e Cry4Ba em lagartas
de S. frugiperda infectadas com os virus recombinantes (A) e quantificacdo das proteinas
recombinantes pelo programa Image Phroretix 2D (Pharmacia) (B) e (C). A e B, SDS-
PAGE a 12 % mostrando nos pogos 1, 2 e 3, dois pul de BSA correspondentes a
aproximadamente 20 png da proteina. Nos pogos 4, 5 e 6, sete pl dos extratos de lagartas
infectadas com os virus vSynCry4Ba, vBacCry4Aa e vSynCry4Aa, respectivamente. C,

valores da quantifica¢do, em pg, das bandas indicadas em (B).
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Tabela 5 — Resultado da CLsy das proteinas heterélogas Cry4Aa, Cry4Ba expressas em

baculovirus, Cry4Aa expressa em Bt e Bti liofilizado contra larvas de segundo instar de A.

aegypti.
Amostra n’ CLso (ng/ml) c
Bti 75 2,20 (0,93 — 3,39)° 0,411
Cry4Aa de Bt 75 33,72 (13,47 - 57,25)° 9,512
vSyncry4Ba 75 57,87 (28,60 — 87,30)b 9,810
vSynCry4Aa 75 83,31 (34,01 - 123,49)b 2,673
vBacCry4Aa 75 92,24 (55,64 — 123,58)" 15,961

“ n representa o somatério de larvas usadas em trés diferentes ensaios com 25 larvas.

® intervalo de confianca de 95%.

CLs representa a concentracao letal para 50% da populagao

o representa o desvio-padrao
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6 - DISCUSSAO

Neste trabalho, os genes cry4Aa e cry4Ba, obtidos respectivamente, a partir das
estirpes S1806 e S1989 de Bacillus thuringiensis pertencentes ao Banco de Bacillus spp.
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram inseridos
individualmente no genoma dos baculovirus vSynVIgal e Bacmid (kit Bac-to-Bac®
Baculovirus Expression System, Invitrogen), derivados do virus selvagem AcMNPV para
obtencdo de virus recombinantes capazes de expressar as proteinas mencionadas em células
de inseto.

A expressao de genes cry em células de inseto utilizando o sistema de expressao em
baculovirus pode ser um método alternativo para o estudo de proteinas Cry individuais ja
que altos niveis de proteinas recombinantes podem ser obtidas (Luckow & Summers,
1988).

Alguns trabalhos mostraram que apesar das toxinas Cry terem sido expressas em
altos niveis em células de insetos, pela infeccdo com baculovirus recombinantes, a
patogenicidade dos virus recombinantes ndao foi significativamente aumentada pela
presenca de outra proteina cristal (Merryweather et alli, 1990; Ribeiro & Crook, 1993).

Entretanto, Chang et alli (2003), construiram um baculovirus recombinante
contendo o gene da proteina Cryl Ac fusionado ao gene da proteina do corpo de oclusiao do
baculovirus AcMNPV (poliedrina) e demonstraram que a patogenicidade do virus
recombinante, expressando a proteina de fusdo CrylAc, foi significativamente aumentada,
quando comparados ao virus selvagem no controle de Plutella xylostella (Lepidoptera:

Plutellidae).
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Aguiar et alli (2006), utilizaram um baculovirus recombinante para expressar uma
versdo truncada da proteina CrylCa em células de inseto. Atividade toxica desta proteina
foi verificada quando testada em larvas de S. frugiperda. A formacdo de grandes cristais
citoplasmaticos também foi constatada em células infectadas com o baculovirus
recombinante para a proteina CrylCa.

Em seu trabalho, Pang et alli (1992), descrevem a construcio de um AcMNPV
recombinante expressando a proteina CryIVD (Cryl1Aa) intacta ou truncada em células de
S. frugiperda e em larvas de Trichoplusia ni. A expressdo resultou na sintese das proteinas
heter6logas com tamanhos e cristalizacdes esperados. Inclusdes purificadas de células com
o virus AcCryIVD, expressando a proteina intacta, mostraram-se altamente tdxicas para
larvas de mosquitos. A protedlise com tripsina das proteinas CryIVD de Bt e do AcCMNPV
recombinante produziu peptideos com tamanhos correspondentes, demonstrando que a
sintese de proteinas de Bt toxicas para mosquitos ocorre em células de lepiddpteros. No
presente trabalho, o gene cry4Aa foi inserido, por recombina¢do homologa, no genoma do
baculovirus vSynVI-gal (Wang et alli, 1991), derivado do virus selvagem AcMNPV, sob o
comando de dois promotores: um sintético - Psyn e outro derivado do promotor da
polierina (PXIV) e arranjados em seqiiéncia (Wang et alli, 1991). O gene da poliedrina foi
recuperado pelo virus recombinante vSynCry4Aa (Figuras 17 e 18). O gene cry4Aa
também foi inserido, sob o comando do promotor Ppolh, dentro do gene lac Z, por
transposicao sitio especifica, no genoma do AcMNPV (Bacmideo). Para tanto, foi utilizado
o sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen), dando origem ao virus vBacCry4Aa. O gene lac Z estd
inserido no locus do gene da poliedrina no Bacmideo e, portanto o virus vBacCry4Aa nao
expressa poliedrina (Figuras 17 e 18). A justificativa para a constru¢dao dos dois virus

recombinantes vSynCry4Aa e vBacCry4Aa, usando-se duas metodologias de construcdo
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distintas, foi a possibilidade de comparagdo de expressao e atividade da proteina exdgena
Cry4Aa pelos virus recombinantes construidos. O gene cry4Ba foi inserido por
recombinacdo homologa no genoma do baculovirus vSynVI gal, como descrito para o gene
cry4Aa, dando origem ao virus recombinante vSynCry4Ba que recuperou o gene da
poliedrina.

O seqiienciamento do gene cry4Aa utlizado neste trabalho revelou que o mesmo
gene possui 98% de identidade com a seqiiéncia do gene cry4Aal depositada no Genebank
(acesso n.° Y00423), Ward & Ellar (1987). As onze alteracdes nucleotidicas demonstradas
no seqiienciamento do gene cry4Aa podem resultar de modificacdes genéticas da estirpe de
Bt S1806, utilizada neste trabalho, como também podem ser fruto de modificacdes
resultantes da amplifica¢do do gene cry4Aa por PCR com a enzima Tag polimerase.

O seqiienciamento do gene cry4Ba utilizado neste trabalho apresentou 99% de
identidade com a seqiiéncia do gene cry4Bal depositada no Genebank (acesso n.° X07423),
Chungjatpornchai et alli, 1988. Foi constatada apenas uma alteragdo nucleotidica que nio
resultou em mudanca de aminodcido.

A andlise por RT-PCR confirmou a transcricao dos genes recombinantes pelos virus
vSynCry4Aa, vBacCry4Aa e vSynCry4Ba, na fase muito tardia (very late) da infeccdo de
células de inseto BTI-TN5B1-4. O promotor Ppolh e seu derivado PXIV, contém a
seqiiencia TAAG que lhes confere a habilidade de comandar a alta taxa de expressdo de
genes e producdo de grande quantidade de mRNA na fase muito tardia da infecgdo
(Blissard & Rohrmann, 1990; O"Reilley et alli, 1992) com um pico de produgdo a 72 h.p.i..
A RT-PCR do gene cry4Ba inserido em baculovirus resultou em uma banda maior que o
esperado, com cerca de 1,700 pb (Figura 16 B). Uma provavel explicacdo para tal fato

reside na transcri¢do de mRNA a partir do gene cry4Ba com o sitio de terminagao da ORF

68



603 ( Figura 14 A). Foram, portanto, utilizados os oligonucleotideos pCry4BaF5 e pCry4Ba
R6 ( Tabela 2) para a realizagdo de uma PCR a partir do fragmento de 1,700 obtido pela
RT-PCR, produzindo um novo fragmento de aproximadamente 1,000 pb como esperado
(Figura 16 C). Os cristais derivados das proteinas Cry4Aa e Cry4Ba obtidos de larvas de S.
frugiperda infectadas com os virus recombinantes construidos neste trabalho, apresentaram
predominantemente a forma bipiramidal, em contraste com a forma esférica descrita em
outros trabalhos (Schnepf et alli, 1998). Além disso, os cristais obtidos e visualizados em
microscopia de luz apresentaram-se muito maiores que os cristais formados de proteinas
nativas de Bt, sugerindo que o tamanho dos cristais produzidos em Bt é limitado pelo
tamanho da célula bacteriana (Ribeiro & Crook, 1998). Também foi demonstrado, em
trabalhos anteriores, que a formagao de cristais derivados de algumas proteinas Cry esta
intimamente relacionada com a presenca de proteinas auxiliares (Ge et alli, 1998). A
diferenca morfoldgica apresentada pelos cristais produzidos no citoplasma de células de
inseto, pode dever-se a interagdes das proteinas Cry com proteinas proprias das células
infectadas.

Os bioensaios realizados neste trabalho revelaram que as proteinas Cry4Aa e
Cry4Ba de baculovirus recombinantes, expressas em larvas de S. frugiperda possuem
atividade toxica para larvas de Aedes aegypti. A CLso, determinada por anélise de Probits,
das amotras usadas nos bioensaios com os extratos de lagartas infectadas com os virus
vSynCry4Ba (57,87 ng/mL), vSynCry4Aa (83,31 ng/mL), vBacCry4Aa (92,24 ng/mL), foi
cerca de 150 vezes menor para a proteina Cry4Aa e 2 vezes menor para a proteina Cry4Ba,
comparadas as CLsy obtidas nos bioensaios com a proteina Cry4Aa e Cry4Ba nativas no
trabalho realizado por Beltrao & Silva-Filha (2006). A maior atividade das proteinas usadas

neste presente trabalho, pode ter acontecido devido ao uso de larvas de segundo instar de A.
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aegypti em contraste com as larvas de quarto instar testadas por Beltrao & Silva-Filha
(2006). Nao € possivel estabelecer alguma relagao do aumento da atividade das proteinas
Cry recombinantes com a presenga de outras proteinas virais contidas nos extratos
utilizados, visto que o extrato de lagartas infectadas com o virus selvagem AcMNPV nao
demonstrou atividade contra larvas de A. aegypti. A amostra da proteina Cry4Aa expressa e
purificada de Bt apresentou maior atividade (CLso = 33,72 ng/mL) em relacdo a proteina
Cry4Aa recombinante produzidas pela infec¢do de larvas de S. frugiperda com os virus
recombinantes vSynCry4Aa (83,31 ng/mL) e vBacCry4Aa (92,24 ng/mL), mas nido
representou diferenca estatistica significante. Este resultado pode ter como possivel
justificativa, o fato de a proteina Cry4Aa nativa ter sido submetida ao gradiente de
sacarose, conferindo um alto grau de pureza a proteina testada. Os extratos de lagartas
infectadas com os virus recombinantes para a proteina Cry4Aa contém inpurezas e outras
proteinas que poderiam influenciar negativamente nos resultados dos bioensaios. A amostra
liofilizada de Bti da estirpe IPS82 revelou a maior atividade dentre todas as amostras
testadas, o que ja era esperado uma vez que o Bti expressa quatro proteinas Cry e duas
proteinas Cyt (Berry et alli, 2002) com atividade toxica para larvas de mosquito que podem
estar atuando sinergicamente. As CLsy das amostras testadas foram submetidas a um teste
de andlise de variancia nao-paramétrico pelo método de Holm-Sidak, usando o programa
Sigam Stat 3.1. A andlise revelou que existe diferenca estatistica entre todas as amostras
testadas, exceto entre vBacCry4Aa e vSynCry4Aa, sendo este resultado ja esperado por se
tratar do mesmo gene expresso em sistemas diferentes.

A crescente demanda pelo uso inseticidas alternativos ndo poluentes em detrimento

dos inseticidas quimicos tradicionais torna o uso do Bacillus thuringiensis e/ou de proteinas
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com atividade entomopatogénica, expressas por este organismo, bastante atraente para o
controle de insetos-praga ou insetos vetores de doencas humanas.

O uso do sistema de expressdao baseado em baculovirus permite que sejam estudadas
proteinas Cry isoladamente ou em conjunto, o que pode ser de grande relevancia para o
desenvolvimento de bioinseticidas mais potentes no futuro e menos suscetiveis ao

aparecimento de resisténcia nos insetos-alvo.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

» O sistema de expressdo baseado em baculovirus mostrou-se bastante confidvel para
a correta expressdo dos genes cry4Aa e cry4Ba em células e larvas de insetos da
ordem lepiddptera.

» Nio houve diferenca significativa aparente na expressdo da proteina Cry4Aa, entre
os virus recombinantes contendo o gene cry4Aa, construidos a partir de duas
metodologias distintas.

» O gene cry4Aa, amplificado da estirpe de Bt S-1806, apresentou 98% de identidade
com a seqiiéncia do gene cry4Aa descrita por Ward & Ellar (1987) e depositada no
GeneBank acesso n° Y00423.

» Onze alteracdes nucleotidicas foram constatadas na anilise da seqiiéncia do gene
cry4Aa descrito neste trabalho, o que determinou a mudanca de oito aminoécidos da
proteina Cry4Aa. Entretanto, tais alteragdes ndo podem ser creditadas, com
confianca, a mudancas genéticas da estirpe utilizada, ou a alteragdes geradas pela
amplificacdo do gene, por PCR, com a enzima Taqg polimerase, ja4 que esta ndo
possui alta capacidade de proof reading.

» O gene cry4Ba, amplificado da estirpe de Bt S1989, apresentou 99% de identidade
com a seqiiéncia do gene cry4Bal descrita por Chungjatpornchai et alli, 1988 e
depositada no GeneBank acesso n° X00423. Houve apenas uma alteragcao
nucleotidica na seqiiéncia do gene cry4Ba utilizado neste trabalho, ndo resultando

em mudangas de aminoécidos.
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» O ambiente celular eucariético pode, de algum modo, influenciar na forma e
tamanho dos possiveis cristais das proteinas recombinantes Cry4Aa e Cry4Ba, que,
quando visualizados em microscoia de luz, apresentaram, predominantemente, a
forma bipiramidal, em contraste com a forma esférica descrita em outros trabalhos.

» As protefnas recombinantes Cry4Aa e Cry4Ba, apresentaram atividade téxica para
larvas de segundo instar de Aedes aegypti, confirmando a confiabilidade do sistema
de expressao utilizado.

» O sistema de expressdo baseado em baculovirus pode ser usado para o estudo de

proteinas Cry, de forma individual, ou em conjunto, colaborando para um melhor
entendimento de possiveis interagdes sinérgicas entre essas proteinas, o que futuramente,

pode resultar em bioinseticidas mais potentes.
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