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Resumo

A cana-de-aclicar é uma das principais culturas agricolas do Brasil e apresenta
importancia comercial significativa em todo o mundo. As lavouras séo alvo constante de ataque
de insetos-praga e patogenos, além de sofrerem também com estresses abidticos. Dentre 0s
principais insetos-praga responsaveis por grandes impactos econdémicos na producdo de cana nas
regibes Norte e Nordeste encontra-se a broca-gigante da cana-de-agucar (Telchin licus licus).
Existe pouca informacéo acerca da fisiologia ou biologia molecular dessa praga, o que torna seu
controle muito dificil. Entre as estratégias que vém sendo desenvolvidas para o controle de
insetos-praga encontram-se, 0 uso de toxinas Cry com atividade melhorada especificamente
contra o inseto alvo e a utilizacdo do silenciamento génico por meio da técnica de RNA
interferente. O presente trabalho gerou uma biblioteca de genes expressos de T. licus licus, por
meio de sequenciamento de cDNAs obtidos de diferentes estagios do ciclo de vida do organismo.
O pirosequenciamento do transcritoma de T. licus licus gerou mais de 600.000 reads que foram
anotados em 23.942 contigs de alta qualidade. Apds a obtencao da biblioteca, foram selecionados
trés genes que codificam aminopeptidases N (APNs), que além de atuarem como enzimas
digestivas, podem participar como receptores de toxinas Cry. Essas APNs foram caracterizadas
quanto a sua capacidade de interacdo em ensaios de dindmica molecular e docking molecular com
quatro toxinas Cry: CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa. A atividade dessas toxinas foi analisada
em bioensaios contra larvas neonatas de T. licus licus e mostrou que as toxinas da classe 1A
foram as que apresentaram maior mortalidade. Ao comparar os dados dos bioensaios com 0s
resultados da dindmica molecular e docking, foi observado que a APNA4TI apresentou as
caracteristicas mais préximas a receptores de toxinas Cry ja descritos. Além disso, a busca por
genes essenciais do inseto permitiu identificar os genes para quitina sintase Il e V-ATPase A, 0s
quais foram avaliados em ensaios de silenciamento génico com larvas neonatas da broca-gigante.
A anélise de expressdo de genes resultou em um extenso trabalho de validacdo de genes de
referéncia a serem utilizados em experimentos de gRT-PCR. Paralelamente aos estudos do
transcritoma e avaliacdo de toxinas Cry, foram iniciados experimentos de transformacédo genética
de plantas de cana-de-acucar visando avaliar o efeito de moléculas entomotdxicas sobre larvas
neonatas de T. licus licus em bioensaios. Os resultados aqui apresentados sdo 0S primeiros
estudos da fisiologia e biologia molecular do inseto e permitiram o desenvolvimento de um
método de criacdo de larvas em laboratorio (Patente em preparacdo). As informacdes aqui
disponibilizadas contribuirdo em aplicacbes futuras visando o desenvolvimento de tecnicas

aplicadas ao controle biotecnoldgico da broca-gigante da cana-de-agucar.

Palavras-chave: Broca-gigante, cana-de-agUcar, toxinas Cry, aminopeptidase, RNA interferente,

dindmica molecular, docking molecular, biobalistica.
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Abstract

Sugarcane is one of the main crops in Brazil and presents significant commercial
importance worldwide. The crop is a constant target of attack of insects and pathogens,
besides suffering with abiotic stresses. Among the insect pests responsible for major
economic impact in sugarcane production in North and Northeast regions is the sugarcane
giant-borer (Telchin licus licus). Despite its importance, there is little information about its
physiology and molecular biology, which makes their control difficult. The use of Cry toxins
with specifically improved activity against the target insect and the use of gene silencing by
RNA interference technique are among the strategies that are being developed for insect
control. By using Next Generation Sequencing, a library of expressed genes of several life
stages of T. licus licus was obteined. The pyrosequencing generated over 600,000 reads
which were assembled into 23,942 high quality contigs. After sequence annotation, the
library was screened and three genes encoding aminopeptidases N (APNS) enzymes were
selected. Although participating in the degradation of proteins during digestion, these
enzymes may act as Cry toxins receptors. The APN proteins were characterized for their
ability to interact with toxins (CrylAa, CrylAb, CrylAc and Cry2Aa) in molecular dynamics
and molecular docking experiments. The activity of the toxins was analyzed in bioassays with
neonate larvae of T. licus licus and showed that CrylA Class presented better efficiency of
mortality. After comparison of the bioassay data with the docking and molecular dynamics
results it was observed that APN4TI presented similar characteristics of known Cry toxin
receptors. Furthermore, the search for essential genes of the insect identified the chitin
synthase Il and V-ATPase A genes, which were evaluated in gene silencing experiments with
neonate larvae of the giant-borer. Gene expression analysis resulted in an extensive validation
work of references genes to be used in qRT-PCR experiments. In addition, sugarcane
transformation experiments were initiated to evaluate the action of entomopathogenic
molecules on neonate larvae in bioassays. The data presented here are the first studies of
physiology and molecular biology of the insect and allowed to develop a protocol for insect
rearing in laboratory (Patent pending). The information available here will contribute
significantly in subsequent work aimed at developing techniques for the sugarcane giant-

borer control.

Keywords: Giant-borer, sugarcane, Cry toxins, aminopeptidase, RNA interference,

molecular dynamics, molecular docking, biolistics.
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1. Introducéo Geral

1.1 Cana-de-acucar: Caracteristicas gerais e agronegécio

A cana-de-aguUcar, descrita por Linneu em 1753, é uma monocotiledénea pertencente a
familia Gramineae, tribo Andropogoneae e género Saccharum. Nativa de regifes tropicais e
subtropicais, sua origem geografica é atribuida ao sudoeste asiatico, principalmente a regido
central da Nova Guiné, Indonésia e india (DANIELS e ROACH, 1987). Inicialmente, seu
consumo se dava por meio da producédo de xaropes que eram utilizados principalmente como
medicamentos. A producdo do acucar, a partir do caldo da cana foi uma tecnologia
desenvolvida na india por volta de 3.000 a.C. Esse conhecimento foi mantido em segredo
durante muito tempo, principalmente pelo povo persa que o0 comercializava com 0s romanos,
por volta de 500 a.C. A propagacéao do cultivo de cana pelo mundo iniciou-se por meio das
invasdes arabes ao continente europeu, que introduziram a cultura na regido do Mar
Mediterraneo, porém o clima da regido ndo permitiu o seu cultivo com eficiéncia (CESNIK e
MIOCQUE, 2004). Trazida para o continente americano por espanhdis e portugueses na
época das grandes navegacdes, rapidamente se adaptou as condicdes climaticas e aos solos
férteis da regido. Hoje, a cana-de-agUcar é cultivada em mais de 90 paises e constitui uma das
principais culturas do planeta (GRIVET e ARRUDA, 2002).

O género Saccharum é constituido por diferentes espécies, dentre elas: Saccharum
officinarum, espécie alopolipléide (2n=80) conhecida como cana-nobre por apresentar
elevado teor de acglcar e considerada como uma das espécies que mais contribuiram para a
composicdo do genoma das cultivares atuais (MING et al.,, 1998); S. spontaneum,
autopoliploide (2n=40 a 128) é pouco cultivada mas contribuiu significativamente com
caracteristicas como vigor, perfilhamento, capacidade de rebrota da soqueira, tolerancias a
estresses, doencas e pragas. S. robustum (2n=60) é uma espécie similar a S. officinarum, mas
que pode atingir até 10 metros de altura. Saccharum sinensis (2n=111 a 120) e S. barberi
(2n=81 a 124) sdo espécies aneuploides e que também contribuiram em parte para a formacao
do genoma das cultivares atuais (SEGATO et al., 2006).

De uma forma geral, a cana-de-agUcar cultivada comercialmente & um hibrido
multiespecifico, proveniente do cruzamento de S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum e
S. barberi; além de hibridagdo intergenérica entre os géneros Saccharum, Ripidium e
Sclerostachya (CESNIK e MIOCQUE, 2004), recebendo assim a denominagédo de Saccharum
spp (DANIELS e ROACH, 1987).
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A producdo de cana-de-acUcar é de grande importancia comercial em todo o mundo.
Estima-se que a cultura contribua com até 78% de todo o agucar produzido, sendo o restante
oriundo da beterraba acucareira. Além da producdo de acucar por decantacéo e cristalizacéo
do caldo de cana, a fermentacdo do mesmo permite a producdo de etanol. Este produto é
utilizado principalmente como combustivel automotivo em substituicdo aos combustiveis
fosseis e sua producdo tem despertado um interesse cada vez maior, ja que representa uma
fonte de energia renovavel (BNDES e CGEE, 2008).

O crescimento do mercado de consumo de agUcar e etanol, aliado a preocupagdo com
a preservacdo do meio ambiente, tem gerado a necessidade de buscar maneiras de aumentar a
producdo e a0 mesmo tempo reduzir custos, sem agredir o meio ambiente. Uma das maneiras
utilizadas pela industria para melhorar a cadeia produtiva de maneira sustentavel é a
reutilizacdo dos subprodutos gerados. O processamento das plantas de cana-de-agucar nas
usinas gera trés produtos principais: o caldo, o bagaco e as palhas. O caldo é a fracdo da
planta que corresponde a um terco da reserva energética e dele sdo obtidos o aclcar e o
etanol. O bagaco corresponde a outro terco da reserva energética da planta, este é queimado
em caldeiras e o vapor produzido utilizado, principalmente, para a geracdo de energia elétrica
e mecanica, que geralmente suprem toda a demanda energética da usina (MACEDO, 2005).
As palhas sdo utilizadas principalmente como adubos naturais, protegem o solo contra a
perda excessiva de agua e também sao utilizadas em uma escala menor para a geracdo de
energia elétrica. Durante o processo de producdo de aglcar sdo obtidos como co-produtos, a
torta de filtro e 0 melagco. Quando misturado ao caldo em concentragdes adequadas, 0 melago
pode ser fermentado novamente pela acdo de leveduras, produzindo alcool hidratado e

vinhaga. A vinhaga e a torta de filtro sdo reutilizadas como fertilizantes (MACEDO, 2005).

Segundo a FAO (2011), o Brasil possui papel de destaque no setor sucroalcooleiro,
contribuindo com cerca de 40% da producido mundial de cana, seguido de india, com 19%;
China, com 6% e Tailandia, com 5%. A producdo no pais esta concentrada principalmente
nas regides Centro-Sul e Nordeste e ocupa uma area de aproximadamente 8,5 milhdes de
hectares. A estimativa de producdo para a safra 2012/13 é de cerca de 600 milhdes de
toneladas, das quais 50,42% (300,82 milhdes de toneladas) serdo destinados a fabricacdo de
acucar e 49,58% (295,81 milhdes de toneladas) para a producdo de alcool. Sdo Paulo é o
estado com maior participacdo na producéo, representando aproximadamente 54% (323,124
milhdes de toneladas) da producéo nacional (CONAB, 2012).
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As lavouras de cana-de-acgUcar tém se expandido anualmente em todo o pais. O maior
percentual de aumento estd na regido Sudeste. Outra regido que apresentou crescimento
significativo na expansdo da area de cultivo foi a Centro-Oeste. No geral, as regides mais
produtivas do pais foram a Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. Além disso, o indice de
produtividade também tem sido outro fator que vem impulsionando a industria canavieira. No
periodo entre as safras 2011/2012 e 2012/2013 houve aumento de 4,3%, chegando a 69.963
kg/ha (CONAB, 2012). De acordo com Neves e Conejero (2007), o agronegocio chega a ser
responsavel por 28% do Produto Interno Bruto (PIB). O setor sucroalcooleiro € responsavel

por 7,5% do PIB do pais, gerando até quatro milhdes de empregos.

Assim como a maioria das gramineas, a cana-de-agucar € uma planta que apresenta
metabolismo C4, classificacdo que indica a capacidade da planta de formar compostos
organicos com quatro carbonos (BUCHELI; DRY; ROBINSON, 1996). E considerada
altamente eficiente na conversdo de energia luminosa em energia quimica. Além disso,
apresenta altas taxas fotossintéticas e de eficiéncia na utilizacdo e resgate de CO, da
atmosfera (SEGATO et al., 2006).

A cana-de-acUcar é adaptada as condicGes de elevadas temperaturas, alta intensidade
luminosa e requer grandes quantidades de dgua para suprir suas necessidades hidricas, ja que
30% de seu peso é composto de matéria seca e 70% de agua. A absorcao de agua é realizada
em grande parte pelas raizes, porém a cana-de-agUcar € conhecida por sua alta capacidade de
absorcdo pelas folhas, o que facilita o aproveitamento da agua acumulada na forma de
orvalho e chuviscos (SEGATO et al., 2006).

A multiplicacdo comercial da cana-de-agucar é feita, principalmente, de maneira
vegetativa (ou assexuada), ou seja, por meio de utilizacdo de gemas dos colmos e de mudas.
Outro fator importante € que o florescimento da cana ocorre somente sob condicdes
climéticas especificas tais como: baixo fotoperiodo (a cana-de-agUcar caracteriza-se por ser
uma planta de dia curto), temperatura (principalmente temperatura noturna de 18 °C por 10
dias ou mais) e latitude (encontrada no litoral Sul da Bahia e Alagoas). Dessa forma, a
ocorréncia de polinizacdo natural € um evento bastante dificultado, o que contribui
positivamente para o plantio desta cultura uma vez que a chance de cruzamento indesejado
entre variedades ou entre espécies praticamente ndo ocorre no campo (ROMANO et al.,
2009).
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Apesar de ser uma planta perene na sua forma natural, o cultivo de cana-de-agUcar é
realizado de maneira semiperene. A cada cinco ou sete colheitas torna-se necessario um novo
plantio. I1sso ocorre porque o pisoteio por maquinas e veiculos no cultivo e, principalmente,
na colheita, ndo apenas prejudica diretamente a planta, como também compacta o solo. Além
disso, ha um progressivo aumento de doencas no canavial. Dessa forma, ocorre uma
diminuicdo do numero de plantas e o desenvolvimento reduzido das remanescentes
(ROMANO et al., 2009).

1.2 Insetos-praga da cultura canavieira e alternativas de controle

A inddstria canavieira passa atualmente por um processo de incrivel crescimento. Para
atender essa demanda acelerada e cada vez maior, exige-se um aperfeicoamento de praticas,

tanto fitotécnicas de manejo da cultura, como industriais.

Com a expansdo do plantio de cana-de-agUcar por quase todo o territério nacional, ha
um aumento de biomassa, que podera ser utilizada para a producéo de agucar e etanol. Dessa
forma, aumenta, também, a disponibilidade de alimento para insetos e outros organismos.
Consequentemente ha o aumento da incidéncia de pragas nos canaviais que podem causar
graves prejuizos. Dentre os insetos-praga mais danosos pode-se citar a broca da cana-de-
acucar Diatraea saccharalis Fabr. 1794; (Lepidoptera: Crambidae) e a cigarrinha-das-raizes
Mahanarva fimbriolata Stal, 1854; (Homoptera: Cercopidae). Outros insetos considerados
pragas importantes, mas que ocorrem de forma regionalizada ou esporadicamente sdo: 0s
gorgulhos da cana-de-agucar Sphenophorus levis Varrie 1978; (Coleoptera: Curculionidae) e
Metamasius hemipterus Linnaeus, 1765; (Coleoptera: Curculionidae) o0s cupins
Heterotermes tenuis Hagen, 1858; (Isoptera; Rhinotermitidae), as formigas cortadeiras
salivas (Atta spp.), quenquéns (Acromyrmex spp), o0 migdolus Migdolus fryanus Westwood,
1863; (Coleoptera: Cerambicidae) a cigarrinha-das-folhas Mahanarva posticata Stal, 1855;
(Hemiptera: Cercopidae) e a broca-gigante da cana-de-agucar Telchin licus licus Drury,
1770; (Lepidoptera: Castiniidae) (PINTO; GARCIA; OLIVEIRA, 2006).

Visando diminuir as perdas causadas por insetos-praga, os agricultores passaram a
investir no controle, principalmente por meio do uso de pesticidas quimicos e no
desenvolvimento de hibridos resistentes. O uso de pesticidas nem sempre € eficaz, uma vez
que alguns insetos apresentam habitos endofiticos e ndo entram em contato com o agente
quimico. Além disso, além de onerosa, essa estratégia pode ser prejudicial ao meio ambiente,

pois pode contaminar o solo e os lengois freaticos, emitir gases toxicos para a atmosfera e
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contribuir de maneira negativa para a selecdo de organismos resistentes aos agentes quimicos
(GALLO et al., 2002).

O desenvolvimento de novas cultivares por meio de intercruzamentos vem ajudando a
conseguir maiores indices de producdo e reduzir os danos causados a natureza, além de
aumentar a resisténcia contra doengas e insetos-praga. Porém, nem sempre essa € a melhor
estratégia para adquirir caracteristicas de interesse agrondmico, principalmente porque as
espécies do género Saccharum possuem diferentes nimeros de cromossomos (variando entre
80 e 120). Isto pode tornar o cruzamento praticamente inviavel gerando individuos triploides
e/ou aneupldides, retardando a obtencdo de uma cultivar de cana-de-aglcar com

caracteristicas agrondmicas desejaveis em até 15 anos (LAKSHMANAN et al., 2005).

O controle bioldgico é uma ferramenta que visa utilizar organismos bioldgicos que
sdo inimigos naturais, parasitas, ou que possuam atividade entomotoxica. Na cultura
canavieira, existem muitos exemplos de organismos que podem ser utilizados para o controle
de diversas pragas, dentre eles: os parasitoides de ovos Trichogramma galloi Zucchi, 1988;
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) Anagrus urichi Pickles, 1932; (Hymenoptera:
Mymaridae) e Acmopolymena hervali Gomes, 1948; (Hymenoptera: Mymaridae), a vespinha
Cotesia flavipes Cameron, 1891; (Hymenoptera: Braconidae), a mosca predadora de ninfas
Salpingogaster nigra Schiner, 1868; (Diptera: Syrphidade), os fungos Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana e Batkoa apiculata, e a bactéria Bacillus thuringiensis
(PINTO, 2006).

O melhoramento genético convencional de plantas de cana vem sendo o principal
meio de obtencdo de novas variedades, porém € um processo longo. O uso da biotecnologia
vem se tornando cada vez mais usual e, muitas vezes, uma necessidade. A identificacdo e
selecdo de genes de interesse por meio do uso de marcadores moleculares aceleraram o0s
processos convencionais de obtencdo de individuos recombinantes. Os avangos na area de
cultura de tecidos, Biologia Molecular e Engenharia Genética permitiram o desenvolvimento
de organismos geneticamente modificados (OGMs), dando origem a plantas resistentes a
herbicidas, insetos e doencas, que acumulam sacarose e plantas adaptadas a ambientes
adversos (NOBREGA e DORNELAS, 2006). Espera-se que muito em breve os primeiros
eventos de cana-de-agUcar transgénica sejam liberados para o cultivo comercial, no Brasil e

em outros paises que permitem o cultivo de plantas geneticamente modificadas.
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1.3 Broca-gigante da cana-de-acucar

A Dbroca-gigante da cana-de-acucar, T. licus licus € um inseto encontrado em varios
paises da América Latina. No Brasil, € encontrada principalmente nos estados de Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Pard e Amapa. Originalmente as lagartas desse
inseto eram pragas naturais de abacaxis, gramineas silvestres e orquideas. Ap6s a introducdo
de espécies exdgenas como bananeiras e cana-de-agucar, o inseto adaptou-se rapidamente a
essas novas culturas (MENDONCA, 1996). Em cerca de 500 anos de cultivo de cana no
Brasil, a broca-gigante tornou-se a praga mais importante das lavouras das regides Norte e
Nordeste, causando prejuizos de até 60% na producdo (BRISCENO, 2008; GALLO et al.,
2002). Ja foram encontradas areas isoladas infestadas com essa lagarta nas regiées Centro-
Oeste e Sudeste, indicando que esse inseto se disseminou para regides onde, anteriormente,
ndo era encontrado, mas ainda sem representar uma ameaca importante (MENDONCA,
1996). Porém, devido as dificuldades encontradas para o controle desse inseto-praga, ha uma
grande preocupacgdo por parte dos produtores quanto a destruicdo que pode ser causada na

principal regido produtora de cana do pais.

O ciclo de vida do inseto pode durar de seis a 12 meses e é dividido em quatro
estadgios de desenvolvimento principais: ovo, larva, pupa e adulto. A fase de ovo ou
incubacgdo pode durar de sete a 14 dias. O periodo de desenvolvimento larval dura entre dois
e dez meses, passando por cinco instares. A transformacéo em pupa dura entre 30 e 45 dias e,
apos a metamorfose, 0s adultos emergem, vivendo em média 15 dias (BOTELHO; GARCIA;
MACEDO, 2006; GALLO et al., 2002) (Figura 1).

Os ovos da broca-gigante apresentam inicialmente coloragdo rosada e, posteriormente,
tornam-se de coloragdo verde-azeitona. Esses ovos podem chegar a 4 mm de comprimento
com cinco arestas longitudinais. Normalmente sdo depositados em touceiras velhas, de

preferéncia, no meio de detritos e de caules cortados que estejam préximos a base do colmo.

As larvas neonatas medem cerca de 5 mm e podem chegar a at¢é 80 mm de
comprimento e 12 mm de largura, apresentando coloragdo branco marfim, com algumas
manchas no pronoto. Logo que eclodem, as larvas imediatamente comecam a perfurar as
regibes macias da planta, principalmente na base, chegando até o interior do rizoma. Apos a
sua instalacdo, as lagartas comecam a se alimentar de todo o interior da cana (MENDONCA,
1996). Isso pode causar 0 mau desenvolvimento, tombamento ou a morte das plantas além de

permitir a infeccdo por organismos oportunistas responsaveis pela inversdo e perda de
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sacarose do colmo, como os fungos Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum,
causadores da podriddo-de-fusarium e da podriddo-vermelha, respectivamente
(IAA/PLANALSUCAR, 1977) (Figura 2).
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Figura 1. llustracdo representativa do ciclo bioldgico de T. licus licus mostrando os
quatro estagios de desenvolvimento principais.
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Figura 2. Efeito do ataque de T. licus licus sobre plantas de cana-de-agUcar. A) Imagem aproximada mostrando
a lagarta de T. licus licus e as manchas vermelhas causadas por infeccdo por organismos oportunistas. B)
Destruicdo do interior da planta. C) Soqueira infestada por broca-gigante. D) Devastacdo da lavoura causada
pelo inseto.
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As pupas apresentam coloracdo castanho escura e medem aproximadamente 40 mm
de comprimento. Ficam escondidas no interior de um casulo feito de fibras de cana até o
momento do surgimento dos adultos (MENDONCA, 1996).

Os adultos sdo mariposas que apresentam 35 mm de comprimento e 90 mm de
envergadura alar, apresentando coloragdo escura com manchas brancas na regido apical e
uma faixa transversal branca nas asas anteriores. As asas posteriores apresentam uma faixa
curva e transversal de coloracdo branca e sete manchas vermelhas na margem externa. Nos
canaviais, 0s adultos aparecem no periodo de verdo com um véo diurno e rapido. A corte
nupcial ocorre no primeiro periodo do dia, onde os machos atraidos pelo feroménio da fémea
iniciam a copula. Apos a fecundacédo, cada fémea pode botar de 50 a 100 ovos (GALLO et
al., 2002).

Segundo BRISCENO (2008), o aumento na incidéncia da broca-gigante nos canaviais
esta relacionado principalmente aos métodos rudimentares de controle do inseto-praga, mas
outros fatores como a pratica da irrigacdo por aspersdo, gotejamento ou pivé central também
contribuem para criar as condi¢cBes ideais de umidade e temperatura necessarias para a
sobrevivéncia do inseto. A utilizacdo de produtos quimicos € ineficaz, principalmente, porque
a fase larval, a mais importante a ser controlada, se encontra protegida no interior da cana.
Além disso, o custo é muito alto ja que a broca-gigante possui um ciclo de vida longo, o que
faz necessarias varias aplicacdes do pesticida durante o ano. Para controlar a infestacéo,
diversos métodos foram testados, métodos quimicos, controle bioldgico utilizando fungos
entomopatogénicos, métodos mecanicos e de resisténcia de plantas, porém sem grandes
éxitos. O melhor método de controle € a catacdo manual de larvas, pupas e a captura de
adultos com redes entomologicas. Entretanto, essa técnica tem apresentado baixa eficiéncia,
pois se leva muito tempo para percorrer toda a extensdo de um canavial e depende,
principalmente, de um grande nimero de pessoas (PINTO; GARCIA; OLIVEIRA, 2006).
Colaborando com esses fatos, a diminuigdo ou a quase extingdo do processo de queima dos
canaviais antes das colheitas, muito utilizada na regido Nordeste, também tem permitido a

proliferagdo de diversas doencas e pragas da cultura.

Devido aos riscos potenciais que este inseto-praga representa para a producdo de
cana-de-agcUcar e aos metodos rusticos de manejo desse organismo ha necessidade de
desenvolvimento de estratégias alternativas para o seu controle. Tais estratégias podem

incluir, principalmente, a utilizacdo de microrganismos como, a bactéria B. thuringiensis, o
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silenciamento de genes essenciais para 0 inseto, por meio de RNA interferente, e 0

desenvolvimento de plantas transgénicas superexpressando moléculas tdxicas contra insetos.
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2. Justificativa

Todos os anos, a produtividade da cana-de-acucar é drasticamente reduzida devido ao
ataque de insetos-praga, dentre eles a broca-gigante da cana-de-agucar (T. licus licus). Os
métodos de controle quimico utilizados atualmente, além de serem muito onerosos, também
se mostram ineficazes para o controle do inseto-praga. Pouco se conhece acerca de sua
fisiologia e biologia molecular e assim, a maneira mais eficiente para manejo da broca-
gigante ainda tem sido a utilizagdo de meétodos rudimentares, como catacdo manual das

lagartas.

Até 0 momento ndo foram descritas cultivares de cana-de-agucar resistentes a insetos,
obtidas por meio de melhoramento genético convencional, o que torna necessaria a busca de

métodos alternativos de controle para o combate ao inseto-praga.

As toxinas Cry de B. thuringiensis tém sido utilizadas com sucesso ha muito tempo no
controle de pragas agricolas e vetores de doencas humanas tais como Aedes aegypti e
Anopheles gambiae. Entretanto, pouco se sabe sobre o espectro de a¢do dessas toxinas sobre

a broca-gigante, tampouco sobre 0 mecanismo de acdo dessas proteinas em seu organismo.

Apesar de existirem eventos de cana-de-agUcar geneticamente modificada (GM)
visando a expressao de algumas toxinas Cry, ndo ha relato existente de plantas resistentes a
broca-gigante (ARENCIBIA et al., 1997; BRAGA et al., 2003; WENG et al., 2011).

A validacdo funcional de moléculas essenciais para a sobrevivéncia da broca-gigante
por meio de silenciamento pode ser uma alternativa promissora para o controle. A utilizacdo
desta estratégia exige, entretanto, a escolha de alvos que sejam eficazes contra o organismo
alvo e, a0 mesmo tempo, ndo apresente toxicidade e/ou alergenicidade em mamiferos, além
de efeitos contra insetos ndo alvos. Dessa forma, criar um banco de dados de sequéncias de
DNA permite conhecer a composi¢do génica dos insetos, ajuda a identificar sequéncias
expressas especificamente nos organismos alvos e a escolher a melhor regido do gene a ser
utilizada para o silenciamento, visando desenvolver um método de controle biotecnologico

alternativo.
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3. Hipotese

Ao utilizar ferramentas de biologia molecular, tais como o silenciamento de genes
essenciais para a sobrevivéncia do inseto por meio de RNA interferente ou o uso de toxinas
Cry, é possivel gerar conhecimento necessario para desenvolver estratégias alternativas para

o controle da broca-gigante da cana-de-acgucar.

4. Objetivos
4.1 Obijetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar o transcritoma da broca-gigante e gerar
conhecimento sobre a sua biologia. Identificar possiveis receptores de toxinas Cry e validar
estratégias de controle do inseto-praga utilizando ferramentas biotecnoldgicas tais como
toxinas Cry e RNA interferente. Aperfeigcoar experimentos de transformacdo de plantas de
cana-de-acucar visando, futuramente, o desenvolvimento de eventos resistentes ao ataque do

inseto.

4.2 Objetivos especificos

e Obter diferentes fases do ciclo de vida da broca-gigante para a extracdo de mMRNA e
producdo de cDNAs enriquecidos e normalizados;

e Gerar uma biblioteca de ESTs (Expressed Sequence Tags);

e Identificar possiveis receptores de toxinas Cry;

e Determinar a toxicidade de diferentes toxinas Cry contra larvas neonatas de T. licus
licus;

e Realizar estudos de modelagem molecular dos receptores identificados e estudar sua
interagcdo com diferentes toxinas Cry;

¢ Identificar e isolar genes essenciais ao desenvolvimento da broca-gigante;

e Determinar o perfil de expressdo desses genes ao longo do ciclo de vida da broca-
gigante;

e Auvaliar o potencial uso do silenciamento de genes essenciais via RNA interferente;

e Realizar experimentos de transformacao de plantas de cana-de-agucar.
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Capitulo I — Obtencéao e analise do transcritoma da broca-gigante
da cana-de-acucar (Telchin licus licus)
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1. Introducéo
1.1 Sequenciamento de DNA

Embora a estrutura de dupla hélice do DNA tenha sido estabelecida em 1953
(WATSON e CRICK, 1953), varias décadas seriam necessarias antes que fragmentos de
DNA pudessem ser analisados de acordo com sua sequéncia de bases nucleotidicas. No inicio
da década de 1970, pesquisadores desenvolveram uma metodologia para o sequenciamento
de RNA para determinar a composicdo de nucleotideos de um acido nucléico. O marco
principal desta tecnologia foi o primeiro sequenciamento completo do gene do capsideo do
bacteriéfago MS2 e, alguns anos mais tarde, do genoma completo desse mesmo virus (FIERS
et al., 1976; MIN JOU et al., 1972). Esses trabalhos incentivaram, ainda, o aperfeicoamento

desta técnica alguns anos mais tarde (MAZO et al., 1979).

Os esforcos iniciais de tentativa de sequenciamento de genes tinham que ser muito
meticulosos aléem de demandar muito tempo e trabalho. A maioria das técnicas envolvia
métodos que dependiam de hidrélise parcial das moléculas de DNA. Gilbert e Maxam (1973)
relataram o sequenciamento de 24 pares de bases de uma cadeia de DNA utilizando uma
metodologia conhecida como wandering-spot analysis (GILBERT e MAXAM, 1973). A
tecnologia de sequenciamento comecou a mudar quando Sanger e colaboradores (1977)
desenvolveram uma nova metodologia, muito mais rapida e eficiente. Os avan¢os no
sequenciamento aconteceram, principalmente, devido ao auxilio da tecnologia do DNA
recombinante, que permitiu o isolamento de fragmentos de DNA de diversos organismos e

sua clonagem em vetores como fagos, plasmideos, BACs, entre outros.

A técnica desenvolvida por Sanger baseou-se em uma PCR (Polymerase Chain
Reaction) convencional, na qual eram adicionados o DNA, iniciadores (primers), DNA
polimerase, deoxinucleotideos (ANTPs) e dideoxinucleotideos (ddNTPs). A incorporacdo de
ddNTP a cadeia de DNA interrompe o processo de elongacdo pela polimerase. Em uma
reacdo de sequenciamento comum, a amostra de DNA era dividida em 4 reacdes separadas,
cada uma contendo todos o quatro nucleotideos padrdo (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), a
polimerase, os iniciadores € um dos ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP ou ddTTP). Apds véarias
rodadas de extensdo, os fragmentos de DNA resultantes eram aquecidos e separados por
eletroforese em gel desnaturante de poli-acrilamida, resultando em fragmentos de DNA de
diversos tamanhos. Cada uma das quatro reacdes era aplicada separadamente nos pocos do
gel e, apds a separacao por eletroforese, os fragmentos de DNA podiam ser visualizados por
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autorradiografia ou sob luz UV. A sequéncia de DNA podia entdo ser lida diretamente do

filme radiografico ou na imagem do gel.

Ao longo dos anos, varias inovacdes tecnoldgicas permitiram a automatizacdo do
sequenciamento. Os ddNTPs utilizados foram ligados a fluor6foros, cada um emitindo um
comprimento de onda especifico, possibilitando a utilizacdo dos quatro nucleotideos em uma
mesma reacdo e eliminando o uso de material radioativo. O processo de leitura da sequéncia
nucleotidica foi automatizado a partir do surgimento de analisadores que emitem um feixe de
laser sobre o gel, causando a excitacdo dos nucleotideos marcados. A cor emitida por cada
nucleotideo € detectada eletronicamente e convertida digitalmente para um arquivo de
sequéncias. Uma nova adaptacdo da metodologia substituiu a necessidade de separar 0s
fragmentos de DNA em gel de poli-acrilamida, aumentando a capacidade de sequenciamento
de 500 para aproximadamente 1000-1200 pares de bases (ZHANG et al., 2011). O sistema de
capilares utiliza uma quantidade infima de DNA e outros reagentes para separar 0S
fragmentos de DNA em uma matriz liquida. Com isso 0 tempo necessario para separar todos
os fragmentos foi reduzido consideravelmente (ALMIRA; PANAYOTOVA; FARMERIE,
2003). Apesar da ampla capacidade e grande aplicacdo, varias técnicas de pre-
sequenciamento precisaram ser desenvolvidas, quando o objetivo do sequenciamento era

obter um gene completo, ou uma regido maior de uma sequéncia de DNA.

Em 1990, geneticistas americanos iniciaram uma busca ambiciosa: obter a sequéncia
completa do genoma humano. O plano original dos pesquisadores do Human Genome Project
era bem elaborado. Primeiramente seriam criados mapas genéticos e mapas fisicos de cada
cromossomo. Esses mapas iriam conter marcadores genéticos que seriam utilizados como
guia para a montagem de um quebra-cabecas gigante. O sequenciamento propriamente dito,
s0 seria realizado quando todos 0s mapas estivessem prontos. A expectativa do grupo era de
que seriam necessarios 15 anos para completar o projeto (LANDER et al., 2001; YAMEY,
2000). Entdo em 1998, Craig Venter, responsavel pelo sequenciamento do genoma humano
financiado pela iniciativa privada, declarou que seria capaz de obter o genoma em apenas
dois anos. Isso seria conseguido a partir do uso de uma técnica denominada por ele de
sequenciamento shotgun, onde o genoma humano seria fragmentado, clonado em vetores e
em seguida sequenciado aleatoriamente. Finalmente, as sequéncias seriam reunidas em
supercomputadores que fariam o alinhamento a partir de sobreposices encontradas em cada
uma (VENTER et al., 2001; VENTER; SMITH; HOOD, 1996). O resultado final do
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sequenciamento do genoma humano foi publicado em 2003, marcando o aniversario de 50
anos da descoberta da estrutura da dupla hélice (COLLINS et al., 2003).

1.2 Sequenciamento de segunda geracdo (Next Generation Sequencing)

A necessidade de sequenciamento vem aumentando significativamente ao longo dos
anos, com aplicagbes em diversos setores incluindo, gendmica comparativa e evolugéo,
genética forense, epidemiologia e medicina aplicada para a diagnose e terapéutica. A
tecnologia que utilizava o método de Sanger no comeco da década de 2000 para suprir a
demanda de informacdo genética era muito cara, trabalhosa e consumia muito tempo. O
desenvolvimento de novas técnicas de deteccdo, miniaturizacdo dos instrumentos, tecnologias
de separacdo em microfluidos e um incremento do nimero de ensaios por corrida tém sido
muito impactantes para a reducdo de custos. Entretanto novas tecnologias de sequenciamento
vém surgindo como uma maneira de gerar grandes quantidades de dados em um tempo
relativamente curto (METZKER, 2005). Dentre elas podemos citar: sequenciamento por
hibridizacdo (SBH — Sequencing-by-hybridization), sequenciamento em nanoporos
(Nanopore sequencing) e sequenciamento por sintese ou sequenciamento por adicdo de
nucleotideo (SBS — Sequencing-by-synthesis), como por exemplo, o sequenciamento de

segunda geracdo (NGS).

O ndcleo central da tecnologia de sequenciamento massivo, utilizado no
sequenciamento de segunda geracao, é uma adaptacdo do sequenciamento shotgun (VENTER
et al., 2003). O sequenciamento NGS |é a amostra de DNA aleatoriamente ao longo do
genoma. Isso é conseguido a partir da quebra de todo o genoma em fragmentos menores que

sdo, em seguida, ligados a adaptadores para a leitura durante a sintese.

Uma limitagdo desta técnica diz respeito ao comprimento dos reads gerados pelo
NGS. Enquanto o sequenciamento shotgun pode gerar sequéncias de até 1.200 pares de bases,
0 NGS fornece reads com tamanhos variando entre 50-500 pares de bases. Uma maneira de
contornar essa limitacdo € aumentar a cobertura do sequenciamento. A cobertura é definida
como o numero de reads que se sobrepdem dentro de uma regido especifica do genoma.
Assim quando se diz que a cobertura de um determinado gene é de 40 vezes, isso significa
que cada nucleotideo dentro deste gene € representado por pelo menos 40 reads sobrepostos
uns aos outros (ZHANG et al., 2011).

Nos ultimos anos, 0 NGS se tornou uma ferramenta gendmica revolucionaria. Logo

ap0s o primeiro genoma humano ser obtido pelo método de sequenciamento de Sanger, outro
27



genoma humano individual (James D. Watson) foi obtido pela tecnologia de NGS em pouco
tempo (WHEELER et al., 2008) e desde entdo varios outros genomas foram sequenciados
(AHN et al., 2009; KIM etal., 2009; LEY etal., 2008; WANG et al., 2008).

Vérias tecnologias de NGS vém sendo desenvolvidas, permitido o sequenciamento de
DNA em larga escala. Atualmente existem cinco plataformas de NGS disponiveis que
prestam servico de sequenciamento, incluindo o GS-FLX 454 Genome Sequencer (Roche), o
Genome Analyser (Illumina), o ABI SOLID analyser, Polonator G.007 e a plataforma Helios
HeliScope. Cada uma dessas plataformas tem aplicacGes diferentes e, portanto, apresentam
alguns resultados distintos, como o tamanho do read obtido, diferentes taxas de erro e

diferentes perfis de erro.
1.3 Pirosequenciamento

O pirosequenciamento é uma técnica de sequenciamento ndo fluorescente que mede a
liberacdo de pirofosfato inorganico (PPi), o qual é proporcionalmente convertido em luz
visivel por meio de uma série de reacdes enzimaticas (RONAGHI et al., 1996; RONAGHI;
UHLEN; NYREN, 1998).

Antes de iniciar o pirosequenciamento, a amostra de DNA deve passar por uma
preparacdo especifica. Primeiramente, 0 DNA é fragmentado em pedacos menores, tem as
suas fitas desnaturadas e, em seguida, sdo adicionados adaptadores especificos em cada uma
das extremidades. Na plataforma GS-FLX 454 (Roche), a biblioteca de DNA é misturada a
uma solucdo contendo nanoesferas de agarose as quais carregam na sua superficie
oligonucleotideos complementares a sequéncia de um dos adaptadores adicionados
anteriormente. A preparacéo é feita de maneira que apenas uma molécula de DNA se liga por
nanoesfera. Cada complexo fragmento/nanoesfera é isolado em micelas individuais de
6leo/agua, que contém todos os reagentes de uma PCR comum. A PCR em emulsdo das
micelas produz milhdes de copias de um mesmo fragmento na superficie de cada nanoesfera
(Figura 3).
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Figura 3. llustragdo das etapas do preparo do DNA e PCR em emulsdo realizadas no
pirosequenciamento. A) Fragmentacdo do DNA, B) Ligacdo de adaptadores e separacdo da dupla fita,
C) Ligacdo da fita de DNA no oligonucletideos das nanoesferas, D) Amplificacdo das fitas de DNA
por PCR em emulsdo. Fonte: www.454.com.

As nanoesferas sdo arranjadas individualmente em cada um dos milhares de pogos de
uma placa de picotitulacdo (PTP), fornecendo um local fixo onde a reacdo de sequenciamento
pode ser monitorada. Nanoesferas contendo enzimas que catalisam os passos subsequentes do
pirosequenciamento sdo adicionadas a PTP. A mistura € entdo centrifugada para que as
nanoesferas contendo os fragmentos de DNA se aproximem das nanoesferas contendo as
enzimas. A PTP é entdo levada ao sequenciador onde passa a funcionar como uma célula de
fluxo na qual cada dNTP é adicionado por ciclo. O sequenciamento comeca a partir da
hibridizagdo de um iniciador a fita de DNA. A enzima DNA polimerase inicia a
polimerizagdo do acido nucléico, onde um pirofosfato inorganico é liberado apos a
incorporacdo de cada nucleotideo. Esse pirofosfato é entdo convertido a ATP por uma enzima
conhecida como ATP sulforilase (APS) e vai fornecer a energia necessaria para a enzima
luciferase oxidar o substrato luciferina, dando origem a oxiluciferina e um foton de luz. O
foton de luz é capturado por uma camera CCD acoplada ao computador do sequenciador. Os
primeiros quatro nucleotideos dos adaptadores ligados aos iniciadores de sequenciamento sao
sempre TCGA. Isso permite que o programa do computador calibre a luz emitida durante a
incorporacgédo de cada um dos nucleotideos. Da mesma forma, a adicdo de dNTPs nos ciclos

segue a mesma ordem, um dNTP por vez, o que facilita a analise dos dados pelo instrumento
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e a atribuicdo do nome da base em cada posicdo, gerando um picograma, o qual permite
visualizar o sinal emitido em cada ciclo (HENSON; TISCHLER; NING, 2012; MARDIS,
2008; ZHANG et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. llustracdo das etapas de emissdo e deteccdo do sinal fluorescente durante o
pirosequenciamento. A) Distribuicdo das nanoesferas em PTP, B) Reacdo de polimerizagdo e
emissao de foton de luz, C) Exemplo de um pirograma. Fonte: www.454.com.

As outras plataformas, incluindo Solexa (lllumina), ABI Solid, Polonator G.007 e
Helicos HeliScope, diferentemente do pirosequenciamento, ndo utilizam a captura de fotons
de luz para a determinacdo da sequéncia de DNA. Essas técnicas baseiam-se no uso de PCR
em emulsdo e adicdo de nucleotideos marcados com fluoréforos. Também sdo muito
eficientes e geram milhares de reads, porém com tamanhos inferiores ao obtido por
pirosequenciamento. Dessa forma, o uso dessas técnicas tem sido concentrado,
preferencialmente para metodologias de RNAseq. Para o sequenciamento de transcritomas,
esta tecnologia é utilizada principalmente quando existe uma biblioteca de referéncia

disponivel, que servird como guia durante a montagem dos contigs.
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1.4 Tratamento dos dados obtidos por pirosequenciamento

O desenvolvimento da tecnologia de pirosequenciamento permitiu a reducdo de
custos, rapidez e praticidade para sequenciar o genoma de diferentes espécies. Com isso, cada
vez mais 0s grupos de pesquisa optam por utilizar essa metodologia, tanto para o
sequenciamento de genomas, quanto para estudo de gendmica funcional comparativa (POP e
SALZBERG, 2008). Dessa forma uma quantidade muito grande de informacdo esta sendo
gerada, exigindo cada vez mais espaco para o armazenamento de dados e o desenvolvimento
de processadores que possam analisar os dados com eficiéncia e rapidez (ZHANG et al.,
2011).

Em alguns casos, a obtencdo dos dados oriundos do pirosequenciamento é dificultada
devido a alguns fatores inerentes a esta tecnologia, como por exemplo, o tamanho dos reads
obtidos e a dificuldades de sequenciamento de regides de alta complexidade, frequentemente
encontradas no DNA cromossémico. O genoma € composto tanto de genes como de regides
ndo génicas, que muitas vezes sao ricas em sequéncias repetitivas, elementos de transposicéo
e pseudogenes, que geralmente sdo mal resolvidas durante a polimerizacdo ou durante a
deteccdo do sinal luminoso emitido (WICKER et al., 2006). Uma maneira utilizada para
evitar os problemas inerentes a composicdo do genoma é o0 sequenciamento de sequéncias
expressas (ESTs — Expressed Sequence Tags). Essas sequéncias sdo caraterizadas por serem
bem menores quando comparadas a sequéncia completa dos genes, por fazerem parte de uma
regido que codifica uma proteina e também por serem constituidas apenas por éxons. Uma
dificuldade que pode ser imposta pelo uso de ESTSs, diz respeito ao momento fisioldgico o
qual o organismo se encontra. Dependendo das condi¢Ges do ambiente, dos estimulos feitos e
do tecido a ser investigado, pode haver um aumento da expressao de determinados genes, em
detrimento da expressao de outros. 1sso s6 sera uma dificuldade, se o objetivo do investigador
for a identificagcdo de novos genes, o que pode ser contornado a partir da normalizagdo da
biblioteca de cDNAs.

Como o pirosequenciamento € uma tecnologia recente, varios programas de
computador para analise dos dados estdo em processo de desenvolvimento, alguns deles ja
estdo disponiveis na rede mundial. Esses programas terdo que encontrar solugdes para
problemas de diversas categorias: alinhamento dos reads utilizando um genoma de
referéncia, montagem de novo dos reads, testes de qualidade, anotacdo de sequéncias, entre
outras (ZHANG et al., 2011). Na plataforma GS-FLX 454, as ferramentas mais utilizadas

para montagem de novo sdo CAP3 (HUANG e MADAN, 1999), MIRA (CHEVREUX et al.,
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2004), Newbler (Roche), Segman NGen (DNAStar), CLC bio, e a aplicacdo web
Egassembler (MASOUDI-NEJAD et al., 2006).

1.5 Transcritoma de insetos

Os insetos sdo animais conhecidos pela sua capacidade de adaptacdo a diversos
ambientes e constituem um dos grupos mais diversos em numero de espécies, podendo
chegar a 75% de todos os metazoarios do planeta (GRIMMELIKHUIJZEN et al., 2007). Os
insetos sdo econdmica e ecologicamente importantes, pois nesse grupo podem ser
encontrados individuos tanto prejudiciais quanto benéficos aos seres humanos. Os
organismos prejudiciais sdo aqueles que atuam como pragas da agricultura, causando
destruicdes de até 30% nas lavouras em todo o mundo e 0s que atuam como vetores de
doencas vegetais e animais (RESH e CARDE, 2003). Os organismos benéficos sdo aqueles
que ajudam na polinizacao e protecao das lavouras como, por exemplo, insetos predadores de
ovos e larvas, assim como aqueles que proveem materiais de consumo como a seda e o mel
(RESH e CARDE, 2003).

O sequenciamento do genoma de insetos é algo de grande valor para a comunidade
cientifica, permitindo estudos de genémica funcional, analise comparativa do contetido dos
genomas e sua organizacdo e também anélise de parametros como, capacidade de transmitir

doencas, comportamento, estudos de evolucdo, desenvolvimento, entre outros.

O primeiro genoma de inseto a ser publicado foi o de Drosophila melanogaster,
considerado o inseto modelo mais estudado e o que mais contribuiu para estudos genéticos e
de biologia molecular (ADAMS et al.,, 2000). A abordagem utilizada consistiu no
sequenciamento de Sanger e serviu de referéncia para outros projetos que visaram o0
sequenciamento do genoma de varias outras espécies. Ao todo, 15 espécies de Drosophila ja
tiveram seus genomas sequenciados. Apds esses resultados, os trabalhos focaram em trés
categorias de insetos: pragas da agricultura tais como, Tribolium castaneum (RICHARDS et
al., 2008) e Acyrthosiphon pisum (RICHARDS; GIBBS; GERARDO, 2010), insetos
benéficos tais como, Apis mellifera (WEINSTOCK; ROBINSON; GIBBS, 2006), Nasonia
spp. (WERREN et al., 2010) e B. mori (CONSORTIUM, 2008) e vetores de doencas tais
como, Anopheles gambiae (HOLT et al., 2002), Aedes aegypti (NENE et al., 2007), Culex
quinquefasciatus (ARENSBURGER et al., 2010), Pediculus humanus (PITTENDRIGH et
al., 2006) e Rhodnius prolixus. Com o advento da tecnologia NGS o processo de
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sequenciamento foi acelerado e hoje, existem mais de 40 genomas disponiveis em bancos de
dados (CHILANA; SHARMA; RAI, 2012).

Com os avancos da aplicacédo da biologia molecular e de tecnologia genémica na area
entomoldgica na ultima década, gerou-se muita informacdo que necessitou de um grande
espacgo para o armazenamento de dados. Com isso, foram criados diversos bancos de dados
de insetos que contém informacdes de proteinas, processos bioquimicos e fisioldgicos que
ocorrem nesses organismos (CHILANA; SHARMA,; RAI, 2012). Recentemente, esforcos
estdo sendo concentrados no desenvolvimento de um banco de dados conhecido como

Agripestbase (http://agripestbase.org/), que pretende guardar toda a informacdo gendmica de

varios insetos-praga. Espera-se que essa ferramenta seja muito Util para o desenvolvimento de

novos métodos de manejo de pragas.

O sequenciamento de ESTSs representa uma alternativa eficiente ao sequenciamento do
genoma completo, provendo informac6es de expressdo de genes em determinadas condicdes,
além de apresentar custos muito menores. Com o uso da tecnologia NGS o nimero de
sequéncias de DNA de insetos aumentou significativamente. Atualmente existem varias
bibliotecas de ESTs de insetos disponiveis no GenBank, totalizando mais de cinco milhdes de

sequéncias (www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/ - acessado em 08/04/2013).

O uso do pirosequenciamento tem sido utilizado em estudos entomoldgicos para a
identificacdo de novos genes (HAHN et al., 2009), analise de expressao de genes em tecidos
especificos e sob condi¢des fisioldgicas especificas (MITTAPALLI et al., 2010), analises de
mutacdo e polimorfismos de sequéncia (VERA et al., 2008), desenvolvimento de resisténcia
a inseticidas (PENG et al., 2011) e para melhor compreender a interacdo patogeno-
hospedeiro (BAI et al., 2010). Com o aumento da informacdo disponivel, varias
oportunidades de analise e aplicacdo estdo surgindo, PAUCHET e coloboradores
sequenciaram o transcritoma do intestino médio da larva da folha do alamo (Chrysomela
tremulae) (PAUCHET et al., 2009) e do mandarova-do-fumo (Manduca sexta) (PAUCHET
et al., 2010) e identificaram genes relacionados a defesa, desenvolvimento e envolvidos na
digestdo. Alguns desses genes como, por exemplo, para digestdo da celulase, encontrado em
Chrysomela, sdo de grande interesse para a industria, pois podem vir a ser utilizados em

processos como a producdo de etanol de segunda geracéo.
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1.6 Potenciais alvos para o controle de insetos-praga

Dentre os possiveis alvos a serem utilizados para o desenvolvimento de métodos de
controle de insetos-pragas, o intestino médio € um dos alvos mais importantes, uma vez que
estd envolvido em diversas fun¢Bes no organismo como, digestdo, protecdo mecanica e
defesa imunologica (PAUCHET et al., 2010). O conhecimento da sua composi¢cdo génica
pode facilitar a identificagdo das enzimas que participam do processo de digestéo, entender a
participacdo de receptores protéicos no desenvolvimento da resisténcia de alguns insetos a
inseticidas (PIGOTT e ELLAR, 2007), vias de detoxificacdo (KARATOLOS et al., 2011;
MITTAPALLI et al., 2010), interaces com microorganismos (BOISSIERE et al., 2012),
entre outros. Varios trabalhos sugerem o sistema digestério como um alvo potencial a ser
utilizado em programas de manejo de pragas (CHRISTOU et al., 2006; HAKIM,;
BALDWIN; SMAGGHE, 2010; RODRIGUEZ-CABRERA et al., 2010; WHYARD;
SINGH; WONG, 2009; ZHU et al., 2011), ja que as alteracdes na atividade e composicao
enzimatica do homogenato intestinal (suco gastrico) e o uso de inibidores de proteases podem
modificar o metabolismo do inseto, levando-o a reduzir sua alimentacdo e causando

problemas de desenvolvimento.

1.6.1 Aminopeptidases N

As aminopeptidases N (APNs — EC 3.4.11.2) sdo enzimas que participam da digestdo
de proteinas, por meio de clivagem de aminoacidos neutros da regido N-terminal de cadeias
polipeptidicas (TERRA e FERREIRA, 1994). APNs sdo classificadas como pertencendo a
familia de peptidases M1 e possuem um motivo de ligagdo a zinco HEXXH (onde X
representa qualquer aminoacido possivel, de acordo com sua carga e tamanho), seguido de
um &cido glutdmico conservado 24 aminoacidos apds a primeira histidina do sitio HEXXH.
Enquanto as histidinas e o Gltimo &cido glutdmico constituem a regido de ligacdo ao zinco, o
primeiro &cido glutdmico participa no processo de catalise (HOOPER, 1994). Um dominio
GAMEN, altamente conservado é encontrado antes do dominio HEXXH e acredita-se que
faca parte do sitio catalitico (LAUSTSEN; VANG; KRISTENSEN, 2001). Em humanos, esta
enzima é uma proteina integral de membrana e esta conectada a superficie externa da célula
por meio de uma haste na regido N-terminal (SEMENZA, 1986). Em insetos, as APNs

apresentam um peptideo sinal que dirige a molécula para a face externa da membrana celular
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onde é conectada através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), localizada na
regido C-terminal (LU e ADANG, 1996).

Além de sua importancia na digestdo de proteinas e liberagdo de aminoacidos para o
metabolismo celular, as APNs tém sido estudadas em humanos como possiveis receptores de
virus (LUAN e XU, 2007). Em estudos entomoldgicos, as aminopeptidases, junto com as
caderinas e fosfatases alcalinas, constituem um grupo de proteinas que provavelmente atuam
como receptores de toxinas Cry e sdo de grande interesse para a compreensdo do mecanismo
de acdo dessas toxinas sobre o organismo dos insetos(PIGOTT e ELLAR, 2007). A
identificacdo de receptores de proteinas Cry pode ser uma estratégia que permitird o

desenvolvimento de moléculas com toxicidade maior e especifica para o inseto alvo.

No presente trabalho foi realizado o sequenciamento do transcritoma da broca-gigante
da cana-de-acucar. Esse estudo permitiu obter uma grande quantidade de sequéncias de DNA
expressas em diferentes fases do ciclo de vida do inseto, assim como identificar genes
envolvidos em processos vitais do organismo como, por exemplo, a digestdo. Além disso, foi
possivel isolar e caracterizar genes que codificam a sintese da enzima aminopeptidase,

possivelvemente relacionada com o mecanismo de acdo de toxinas Cry em insetos.
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2. Material e Métodos
2.1 Obtencdo dos insetos e extracdo de RNA

Os insetos utilizados neste trabalho foram gentilmente coletados diretamente de
canaviais infestados com broca-gigante pelo Sr. Luiz Avelar Branddo, chefe de equipe de
pesquisa da usina Triunfo, localizada em Boca da Mata - Alagoas. As lagartas de ultimo
estagio de desenvolvimento, pré-pupas e as pupas foram coletadas manualmente do interior
de plantas de cana-de-acUcar. As mariposas foram coletadas com rede entomoldgica e as
fémeas separadas em gaiolas para a oviposicdo. Os ovos foram coletados e mantidos a 28 + 2
°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 : 12 (C : E) até a eclosdo. As larvas
neonatas foram individualizadas e alimentadas com pedacos de colmo de cana até o0 momento

de sua utilizacéo.

Foram coletadas formas bioldgicas de cada fase do ciclo de vida: ovos, larvas
neonatas, larvas de ultimo instar, pré-pupa, pupa e adultos (fémeas e machos), que foram

congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C até o uso.

Para a extracdo do RNA total, os insetos imersos em nitrogénio liquido foram
pulverizados em almofariz com auxilio de pistilo. O RNA total de ovos, larvas e pré-pupas
foi extraido diretamente utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen Life Technologies),
seguindo as instrucbes do fabricante. Para a extracdo do RNA total das pupas e dos adultos
foi necessaria uma adaptacdo do protocolo onde, apdés a adigdo do TRIZOL e de B-
mercaptoetanol, as amostras foram purificadas por meio de centrifugacdo a 4.000 x g por 60
segundos utilizando-se a primeira coluna (RNeasy MinElute spin column) do Kit RNeasy
Micro Kit (QIAGEN) para a limpeza dos restos de exoesqueleto e das escamas das asas, que
deixam a amostra muito suja, e em seguida continuou-se com a extragcdo do RNA utilizando o
reagente TRIZOL (Invitrogen Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante.
Todo o RNA extraido foi tratado com 2 U de DNase | (Ambion, Life Technologies) por 30
minutos a 37 °C, de acordo com as sugestdes do fabricante. Apos o tratamento, a qualidade
da extragéo e a integridade do RNA foram conferidas em gel de agarose 1%. O RNA teve a
sua concentracdo determinada pelo fluordbmetro Qubit, utilizando o Kit Quant-iT RNA assay
(Invitroge Life Technologies). Foi preparada uma mistura com quantidade equimolar do
RNA total de cada fase do ciclo de vida do inseto e um total de 30 pg foi enviado para a

empresa Eurofins MWG Operon, em Huntsville, AL, USA (http://www.eurofinsdna.com/)

para realizagdo da sintese de cDNA e do pirosequenciamento.
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2.2 Obtencao da biblioteca de cDNA e pirosequenciamento

O RNA total foi analisado em um Agilent 2100 Bioanalyzer antes da purificacdo de
RNA mensageiro (MRNA). Para obtencao da biblioteca, 0 cDNA foi sintetizado partindo-se
de uma mistura de quantidades equimolares de RNA total de cada fase do inseto, em uma
reacdo de transcrigdo reversa utilizando iniciadores randémicos. A sintese foi seguida da
ligacdo dos adaptadores 454 A e B (Roche 454 Life Technologies) nas extremidades 5’ e 3’
do cDNA, respectivamente. O cDNA foi amplificado utilizando uma enzima que apresenta
mecanismo de verificagdo (proof-reading) e o produto da reacdo foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os fragmentos de sequéncias de nucleotideos variaram
em tamanho, de menos de 100 pb até cerca de 5.000 pb e foram processados por shotgun. A
biblioteca foi normalizada para reduzir a probabilidade de sequenciar apenas 0s transcritos
mais abundantes (ZHULIDOV et al., 2004). A normalizacdo foi feita por um ciclo de
desnaturagdo e reassociagdo lenta do cDNA, de acordo com (ZHULIDOV et al., 2004).
Moléculas de cDNA fita dupla reassociadas foram separadas das moléculas normalizadas de
fita simples utilizando uma coluna de hidroxiapatita (FADROSH; ANDREWS-
PFANNKOCH; WILLIAMSON, 2011). A biblioteca de cDNA normalizada foi amplificada
por oito ciclos de PCR de acordo com o protocolo utilizado pela empresa. Ap6s purificacdo e
analise em gel de agarose, o cDNA normalizado foi submetido ao pirosequenciamento 454
utilizando tecnologia GS FLX Titanium, de acordo com os protocolos fornecidos pelo

fabricante (Roche 454 Life Technologies), em uma corrida de meia placa.
2.3 Pré-processamento das sequéncias

As sequéncias provenientes do pirosequenciamento (reads) foram enviadas pela
empresa em formato standard flow files (.sff). Antes das etapas de montagem dos contigs, foi
feito um pré-processamento seguindo o pipeline da ferramenta de bioinformatica
est2assembly versdo 1.03 (PAPANICOLAOU et al., 2009). Nesta etapa foram removidas as
sequéncias de baixa qualidade, os adaptadores 454 e as extremidades poli-A+. Além disso,
sequéncias contaminantes como, por exemplo, DNA de procariotos, virus e mitocondrial

foram removidas apos andlise por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias

serdo depositadas no repositorio SRA do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), assim que o processo de protecdo intelectual deste trabalho tenha sido finalizado.

37


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

2.4 Montagem, anotacéao e ontologia génica (GO)

As sequéncias contiguas (contigs) foram montadas utilizando o software MIRA

v3.3.0.1 (CHEVREUX et al., 2004) utilizando os parametros sugeridos pelo programa.

As buscas por homologia (BLASTx e BLASTN) de sequéncias Unicas e a anotacdo

funcional por termos de ontologia génica (GO; www.geneontology.org), InterPro

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/), codigos de classificacdo enzimatica (EC) e vias

metabolicas (KEGG, Kyoto Encyclopedia  of  Genes and Genomes,

http://www.genome.jp/kegg/) foram determinadas pela ferramenta Blast2GO software suite

v2.4.3 (www.blast2go.org). As buscas por homologia foram realizadas de forma remota no

servidor NCBI utilizando QBLAST. As sequéncias foram submetidas a alinhamentos contra
0 banco de dados ndo redundante (nr) de proteinas do NCBI via BLASTX, utilizando um
limite de e-value de 10% para garantir a obtencdo de uma biblioteca de alta
representatividade, e selecionando as proteinas preditas contendo um minimo de 20 residuos
de amino&cidos. Para 0 mapeamento da ontologia, o programa busca os termos GO
associados com as homologias identificadas com QBLAST e retorna uma lista de anotacfes
de GO representadas como categorias hierarquicas com especificidade crescente. Blast2GO
permite uma selecdo de nivel de significancia para uma taxa de falsos positivos (False
Discovery Rate - FDR) que foi usada com um limite de 0,05% de nivel de probabilidade. Os
termos de GO foram modulados com a ferramenta de melhoramento de anotagdo (ANNEX),
seguido da ferramenta GOSIlim genérico disponivel no Blast2GO (goslim_generic.obo).
GOSIlim é um subset de vocabulario de ontologia génica. Graficos combinados foram
construidos no nivel 2 das categorias Processo Bioldgico (Biological Process), Componente
Celular (Cellular Component) e Fungdo Molecular (Molecular Function). Os cddigos de
classificacdo enzimatica e as anotacOes das vias metabolicas KEGG foram gerados do
mapeamento direto dos termos de GO com os seus codigos enzimaticos equivalentes. As
buscas por dominios protéicos no banco de dados InterPro foram realizadas remotamente a
partir do Blast2GO no servidor web InterProEBI. As configuragdes padrdes do Blast2GO

foram utilizadas em todos os passos da anotacao.

2.5 Comparagcéo da biblioteca de Telchin licus licus contra sequéncias de
Manduca sexta

As sequéncias da biblioteca de cDNA obtida para T. licus licus foram comparadas
contra sequéncias de proteinas do intestino médio de M. sexta, extraidas do banco de dados
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InsectaCentral através de BLASTx (PAPANICOLAOU et al., 2008). Somente as sequéncias
que apresentaram similaridade igual ou acima do limite de e-value de 107 foram utilizadas
para as andlises. O resultado obtido pelo BLAST foi organizado de acordo com 0s termos
InterPro, e a distribuicdo dos dominios mais frequentes foi listada.

2.6 Sequenciamento do gene da aminopeptidase N1

Apos a busca por sequéncias de proteinas da classe aminopeptidase N no banco de
dados de T. licus licus, foram identificados trés contigs que correspondem a trés genes
distintos, os quais dois apresentaram a sequéncia completa e o terceiro ndo apresentou a

regido N-terminal.

A sequéncia completa do gene que codifica a enzima aminopeptidase N1(APN1) foi
obtida por meio de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (FROHMAN, 1990). Larvas
neonatas de T. licus licus foram congeladas em nitrogénio liquido e pulverizadas em
almofariz com auxilio de pistilo. Foi realizada a extracdo de RNA total utilizando o reagente
TRIZOL (Invitrogen Life Technologies), de acordo com as instru¢des do fabricante. Uma
aliquota de RNA total foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% para analise da
qualidade e integridade da amostra.

A concentracdo do RNA foi determinada em espectrofotometro Nanovue Plus (GE
Life Sciences). Ap6s tratamento com DNasel (Ambion Life Technologies), 5 ug de RNA
total foram utilizados para sintese de cDNA utilizando a enzima transcriptase reversa M-
MLV (Invitrogen Life Technologies) e um iniciador-1 (5’- AACGCGCTGCTTGTAGAAAT
- 3’). Em uma reacdo independente, foi realizada a adi¢do de uma cauda terminal 3’ hydroxyl
ao cDNA, utilizando a enzima terminal transferase (New England BiolLabs). Todos 0s
experimentos acima citados foram realizados de acordo com o protocolo dos fabricantes. A
amplificacdo do fragmento de DNA foi realizada em duas séries de PCR. Na primeira série, a
reacao foi realizada utilizando 5 pL do cDNA obtido na reacdo anterior, tampéo de PCR 1X,
MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM, iniciador oligo-dT3; 0,2 uM; iniciador-2 (5°-
GCCGCCTGTTTCATATTCAT -3°) 0,2 uM; 0,1 unidades de Tag DNA polimerase (Ludwig
Biotec) e agua bidestilada para um volume final de 20 pL. As condicdes da reagdo foram: 94
°C por 1 minuto, 30 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 60 °C por 45 segundos e 72 °C for 1
minuto, uma etapa final de 72 °C for 5 minutos. Na segunda série, a reacdo foi realizada
utilizando 1 pL (1:20) do produto de DNA da primeira série, tampdo de PCR 1X, MgCl,
2mM, dNTP 0,2 mM, iniciador é&ncora 0,2 MM, iniciador-3  (5°-
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ATGGTGGGACTGAAATCTGC -3’) 0,2 uM; 0,1 unidades de Tag DNA polimerase
(Ludwig Biotec) e agua bidestilada para um volume final de 20 pL. As condi¢des da reacao

foram exatamente as mesmas citadas acima, realizadas na pimeira série.

Todo o volume da reacdo foi aplicado em gel de agarose 1% e submetido a
eletroforese. Os fragmentos de DNA foram coletados do gel sob luz UV e purificados usando
o Kit QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Em
seguida, os fragmentos de DNA foram clonados no vetor PCR 2.1 (Invitrogen Life
Technologies). Apo6s a transformacdo de células de E. coli OMNIMAX termocompetentes
(Invitrogen Life Technologies) e a extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina (AHN et al.,
2000) foi realizado o sequenciamento dos insertos utilizando os iniciadores M13 senso e M13

antisenso em um sequenciador ABI377 (Applied Biosystems, Life Technologies).
2.7 Analise das sequéncias de aminopeptidases

As sequéncias de aminoacidos das aminopeptidases foram obtidas por meio de
traducéo in silico utilizando a ferramenta virtual TrEMBL
(http:\\www.expasy.ch/tools/dna.html) (ARTIMO et al., 2012). A predicdo de peptideo sinal,
massa molecular e ponto isoelétrico foram obtidos utilizando, respectivamente, SignalP 4.1
and Compute pl/MW, disponiveis no sitio ExPaSy: SIB Bioinformatics Resource Portal
(http://www.expasy.org/tools/). O sinal de ligacdo da ancora GPI foi predito usando a
ferramenta virtual PredGPI (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/gpipe/index.htm) (PIERLEONI,;
MARTELLI; CASADIO, 2008).

As sequéncias foram alinhadas usando ClustalW2 (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994) e editadas utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). As analises
filogenéticas foram realizadas pelo programa MEGA v.5 utilizando-se o método neighbor-
joining, com analise de bootstrap para 10.000 replicatas e distancia evolutiva calculada pelo
método p-distance (TAMURA et al., 2011).
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3. Resultados e Discussao
3.1 Extracdo de RNA total

As amostras de RNA total de todas as fases do ciclo de vida do inseto apresentaram
boa qualidade e integridade quando submetidas a eletroforese em gel de agarose (Figura 5). A
extragdo de RNA total dos ovos foi realizada a temperatura ambiente devido a presenca de
gordura nas amostras, que se solidificava quando a extracdo era realizada a 4 °C, impedindo a
separacdo das fases aquosas. A purificacdo das amostras de pupa e adultos utilizando a
coluna do Kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN) foi necessaria devido a resquicios de
exoesqueleto e escamas das asas das mariposas, que contaminam a amostra e podem

prejudicar as reagdes enzimaticas subsequentes.
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Figura 5. Anélise da extracdo de RNA total de cada fase do
ciclo de vida de T. licus licus apds eletroforese em gel de
agarose 1%. 1) ovo, 2) larva neonata, 3) larva de Gltimo instar,
4) pré-pupa, 5) pupa, 6) macho, 7) fémea.

O rastro de RNA total observado no gel de agarose, apresentando bandas bem
definidas, representa o perfil padrdo de RNA total de insetos. Essas bandas correspondem aos
RNAs das subunidades ribossomais e ndo a degradacéo do &cido nucléico (WINNEBECK;
MILLAR; WARMAN, 2010). Além disso, visando determinar a qualidade e integridade do
RNA, foi realizada andlise por meio de BioAnalyzer (Agilent). Nos resultados aqui
apresentados essa analise foi feita pela empresa Eurofins MWG Operon

(www.eurofinsdna.com). O nimero de integridade do RNA (RIN — RNA Integrity Number)

para a amostra foi de 8,8. De acordo com o protocolo adotado pela empresa, é aconselhavel
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para obtencdo de bibliotecas de cDNA, que o RIN esteja acima de 8,0. Portanto a amostra

enviada apresentou qualidade suficiente para a realizacdo do pirosequenciamento.
3.2 Pirosequenciamento e pré-processamento

Da biblioteca de cDNA submetida ao pirosequenciamento, utilizando uma corrida
com meia-placa na plataforma 454 GS FLX Titanium (Roche), foram obtidos 381.273.406
pares de bases, gerando 653.511 reads (Tabela 1). Este nimero pode ser considerado muito
bom, uma vez que uma corrida com placa completa tinha capacidade de gerar 1.200.000
reads. Apds o pré-processamento, 362.412 reads de alta qualidade foram utilizados para
montagem dos contigs. Esse nimero de reads apds o pré-processamento € o primeiro
indicador de validagdo da qualidade do RNA e da biblioteca de cDNA. A diferenca
observada no nimero de reads antes e apds o pré-processamento refletiu a alta estringéncia
utilizada no pré-processamento, o que reduziu bastante a quantidade de reads utilizados para
a montagem dos contigs. Os reads que ndo foram utilizados para a montagem dos contigs

apresentaram ma qualidade de sequenciamento ou insuficiéncia de cobertura.
3.3 Montagem e anotacéo do transcritoma

A partir dos 362.412 reads obtidos pelo pirosequenciamento, 23.942 contigs foram
montados (Tabela 1). O tamanho médio dos contigs foi de 633 pb, sendo que a maioria se
encontra entre 250 e 750 pb. A média de cobertura de um read por contig foi de 8,5;
considerada eficiente para transcritomas de organismos ndo modelos e que ndo possuem um

banco de dados de referéncia para alinhamento das sequéncias.

A busca por similaridade, utilizando BLASTx e o banco de dados nr indicou que
6.332 contigs tiveram pelo menos um hit, sendo que o0 restante representam sequéncias
desconhecidas ou que ndo possuem anotacdo no banco de dados (Tabela 1). Os contigs da
biblioteca apresentaram um resultado de BLASTX significante com um limite de e-value <
10°® (Figura 6). Contigs com e-value igual 0 foram representados no limite direito do gréfico,
para nao ficarem de fora da escala. Para determinar a cobertura da biblioteca, os contigs
foram agrupados de acordo com as similaridades mais frequentes com sequéncias de diversos
organismos do banco de dados ndo redundante. A maioria das sequéncias apresentou alta
similaridade com sequéncias de proteinas de insetos, principalmente Diptera (39%),
Hymenoptera (16%), Coleoptera (8%) e Lepidoptera (8%) (Figura 7). Apesar das diferencas
marcantes entre os grupos de especies, 0s resultados observados refletem principalmente a

influéncia de uma grande quantidade de sequéncias depositadas para essas espécies no
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GenBank, o que acaba induzindo o agrupamento com as mesmas. Quando realizada a

comparacdo da biblioteca contra sequéncias que tiveram os hits com melhores valores de e-

value, observou-se uma identidade com maior frequéncia com sequéncias de Bombyx mori,

unico lepidoptero que possui 0 genoma sequenciado sendo, portanto, considerado organismo

modelo para os insetos da ordem Lepidoptera (Figura 8).

Tabela 1. Sumério da andlise do transcritoma de T. licus licus.

Numero de reads antes do pré-processamento
NUmero de bases antes do pré-processamento
Tamanho médio dos reads antes do pré-processamento
Numero de reads apds pré-processamento
Numero de bases apds pré-processamento
Tamanho médio dos reads ap0s pré-processamento
Numero de contigs
Numero de bases nos contigs (pb)
Tamanho médio dos contigs (pb)
Tamanho minimo dos contigs (pb)
Tamanho maximo dos contigs (pb)
Cobertura dos reads por contig
% de contigs com pelo menos 1 termo de GO
% de contigs com pelo menos 1 termo de IPR

NUmero de contigs com pelo menos 1 BLAST hit contra o banco nr

653.511
381.273.406
583
362.412
140.286.056
387
23.942
15.166.298
633
190
5.527
8,5
18
16

6.332

Legenda: pb (pares de base), GO (gene ontology) IPR (banco de dados InterPro), nr

(banco de dados ndo redundante).

Como a maioria dos estagios do ciclo de vida da broca-gigante foram coletados

diretamente do campo e 0 RNA total extraido de todo o corpo do animal, ndo foi possivel

remover o conteldo presente no intestino médio, deixando a possibilidade da presenca de

parasitas e microrganismos, assim como tecidos vegetais derivados da dieta do inseto. Na

figura 8 foram observados varios agrupamentos de sequéncias com sequéncias de proteinas

de especies que ndo sdo insetos como: Branchiostoma floridae, Hydra magnipapillata,

Saccoglossus kowalevskii, e Picea sitchensis. Apesar de ndo haver nenhuma relacdo
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ecologica conhecida entre as trés primeiras espécies e T. licus licus, uma andlise mais
detalhada das sequéncias indicou que a maioria dos resultados de BLAST apresenta
similaridades com sequéncias de proteinas hipotéticas, ndo sendo possivel a anotagdo da
funcdo das mesmas. Ao buscar na literatura qual a relevancia desses organismos de uma
forma geral, descobriu-se que todos eles possuem o genoma sequenciado (CHAPMAN et al.,
2010; PUTNAM et al., 2008) e que, novamente, 0 grande nimero de sequéncias para essas
espécies sobrepdem a identificacdo de similaridades de sequéncias contra espécies de insetos
pouco representados no GenBank. A falta de anotacdo do genoma desses organismos
dificulta determinar se o agrupamento de sequéncias de T. licus licus contra essas espécies

também é observado para as demais espécies apresentadas na figura 8.

As similaridades encontradas entre as sequéncias da biblioteca de T. licus licus e as
sequéncias de P. sitchensis, uma arvore da familia Pinaceae, poderiam sugerir que as
amostras de RNA foram contaminadas com RNAs de plantas, porém todos os resultados de
BLASTx obtidos classificaram as sequéncias como desconhecidas (unknown sequences).
Como isso ndo exclui a possibilidade de contaminagdo buscou-se no banco de dados por
proteinas de outras espécies vegetais. Foram encontradas algumas sequéncias com
similaridade a proteinas de Oryza sativa, Zea mays, Arabidopsis spp. e Vitis vinifera, porém a
maioria delas é de origem de elementos transponiveis ou de sequéncias altamente
conservadas entre organismos eucariotos. Nenhuma similaridade com sequéncias de ESTs de
cana-de-acucar foi encontrada, o que pode indicar que a biblioteca sofreu efeitos minimos de

contaminagéo.
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Figura 6. Valores de e-value para os principais hits de BLASTx para cada contig do transcritoma de T. licus licus.
Hits com e-value igual a 0 estdo representados em um pico no lado direito do grafico.
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Figura 7. Comparagdo do transcritoma de T. licus licus com sequéncias de
proteinas presentes no banco de dados ndo redundante. Os dados mostram que a
biblioteca é bem representativa e apresentou frequéncia de similaridade de 76%

com proteinas de insetos.
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Bombyx mori
Tribolium castaneum
Aedes aegypti
Harpegnathos saltator
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Figura 8. Comparag&o dos principais BLAST hits dos contigs do transcritoma de T. licus licus com sequéncias de proteinas

presentes no banco de dados nr. Os contigs com melhor e-value apresentaram similaridade maior com proteinas de B. mori.

3.4 Ontologia génica e classificagdo por dominios protéicos

Para classificar a funcdo dos contigs do transcritoma de T. licus licus foi realizada
uma analise de ontologia génica associada aos dados de InterPro, utilizando o Blast2GO
(CONESA e GOTZ, 2008; CONESA et al., 2005). Os termos hierarquicos foram obtidos
para o nivel 2, que produziu os graficos menos carregados, mas ainda assim bastante
informativos. Na classificagdo por processos bioldgicos houve uma predominancia clara para
0s termos metabolismo (29%) e processos celulares (29%) (Figura 9A). Na classificagdo por
Funcdo Molecular, a maioria dos contigs estad envolvida com atividade catalitica (39%) e
ligacdo (binding) (38%) (Figura 9B). Para a classificacdo por Componentes Celulares, houve
uma predicdo maior de contigs envolvidos com estruturas celulares (42%) (Figura 9C).

Padrbes similares foram obtidos apds o pirosequenciamento de transcritomas de outras
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espécies de insetos e mostram que a cobertura e a classificacdo das sequéncias obtidas para o
transcritoma de T. licus licus estdo de acordo com a literatura (BAI et al., 2011; BASS;
HEBSGAARD; HUGHES, 2012; EWEN-CAMPEN et al., 2011; HAHN et al., 2009;
KARATOLOS et al., 2011; MITTAPALLLI et al., 2010).

O banco de dados InterPro foi utilizado para uma melhor classificacdo das funcdes
das proteinas da biblioteca de T. licus licus. De um total de 23.942 contigs, 16% apresentou
classificacdo por InterPro (Tabela 1). As classificacbes mais frequentes estdo listadas na
tabela 2. A partir do sequenciamento de genes de todas as partes do corpo das diferentes fases
do ciclo de vida do inseto, as proteinas mais frequentes foram as relacionadas com a
formacdo da cuticula, dominio de ligacdo a NAD(P) e citocromo P450. Diversas outras
proteinas envolvidas com a digestdo também foram encontradas, tais como, peptidases,

quimotripsinas, tripsinas, carboxipeptidases e lipases.
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Figura 9. Classificagdo de ontologia génica (GO) para os contigs do transcritoma de T. licus licus. Os termos

foram classificados nos nivel 2 nas categorias (A) Processo Bioldgico, (B) Fungdo Molecular e (C) Componente
Celular, respectivamente. A porcentagem de contigs em cada termo esta representada.
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Tabela 2. Sumaério dos 25 principais dominios de proteinas encontrados no transcritoma de T. licus

licus.
InterPro  Frequéncia Descricdo

IPRO00618 292 Insect cuticle protein
IPRO16040 264 NAD(P)-binding domain
IPRO01128 252 Cytochrome P450
IPRO01254 218 Peptidase $1/S6, chymotrypsin/Hap
IPRO02198 209 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
IPRO15880 206 Zinc finger, C2H2-like
IPRO07087 162 Zinc finger, C2H2-type
IPR002347 153 Glucose/ribitol dehydrogenase
IPRO01680 144 WDA40 repeat
IPRO19781 143 WD40 repeat, subgroup
IPRO09003 142 Serine/cysteine peptidase, trypsin-like
IPR0O00215 137 Protease inhibitor 14, serpin
IPRO02557 132 Chitin binding protein, peritrophin-A
IPRO00504 126 RNA recognition motif, RNP-1
IPRO01395 105 Aldo/keto reductase
IPR002018 92 Carboxylesterase, type B
IPRO00834 86 Peptidase M14, carboxypeptidase A
IPRO00734 84 Lipase
IPRO01251 83 Cellular retinaldehyde-binding/triple function, C-terminal
IPRO00217 81 Tubulin
IPRO01314 79 Peptidase S1A, chymotrypsin
IPRO16196 73 Major facilitator superfamily, general substrate transporter
IPROO5055 71 Insect pheromone-binding protein A10/0S-D
IPRO12677 71 Nucleotide-binding, alpha-beta plait
IPRO11046 69 WDA40 repeat-like-containing domain

3.5 Analise de sequéncias possivelmente expressas no intestino de T. licus licus

O intestino dos insetos é um 6rgdo responsavel pela digestdo, mas que também tem
grande participacdo na detoxificacdo e em processos imunoldgicos. Visando identificar
proteinas provavelmente expressas especificamente no intestino médio de T. licus licus, a
biblioteca de ESTs da broca-gigante foi comparada com as sequéncias de ESTs do intestino
de M. sexta, obtidos do banco de dados InsectaCentral. Essa espécie foi escolhida devido a
quantidade de informacao disponivel em bancos de dados de acesso publico e por apresentar
bibliotecas de ESTs de diferentes Orgaos e tecidos. Apds BLASTX, 6.473 sequéncias
apresentaram similaridade contra a biblioteca de ESTs de M. sexta com e-value acima do
limite de 10°°. Os dominios de InterPro mais frequentes foram de proteinas relacionadas com

o metabolismo celular, digestdo e detoxificacdo (Tabela 3). A presenca de proteinas da
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cuticula de insetos € um resultado intrigante e poderia indicar a presenca de contaminantes de
outros tecidos na biblioteca de M. sexta, porém tais proteinas ja tinham sido identificadas em
Anopheles gambie e Bombyx mori e, provavelmente, estdo envolvidas com o
desenvolvimento do intestino (WARR et al., 2007; XU et al.,, 2012). Além disso, a
classificacdo da funcdo dos resultados de BLAST contra a biblioteca de M. sexta foi realizada
a partir do agrupamento dos contigs com funcéo predita para proteinas digestivas. Com isso
foi possivel estimar o nUmero de unigenes que codificam proteinas digestivas presentes no
transcritoma de T. licus licus e quantas delas ndo apresentaram similaridade alguma com
proteinas digestivas de M. sexta (Tabela 4). Foram encontrados 120 contigs de proteases
serinicas sendo que 96 deles apresentaram similaridade com sequéncias de M. sexta,
correspondendo a 59 unigenes. Classificagdes semelhantes podem ser observadas para outras
proteases, muitas delas estdo bem representadas no banco de dados de M. sexta. Para
aminopeptidase N foram identificados 16 contigs na biblioteca de ESTs de T. licus licus, mas
apos BLAST com as sequéncias de M. sexta dois outros contigs foram identificados. A
anotacdo desses dois contigs ndo foi obtida anteriormente pois, além de apresentarem um
tamanho muito reduzido, também ndo continham regides de dominios, o que dificulta a
classificacdo por grupos de proteinas (Tabela 4). Os contigs relacionados a aminopeptidases

N foram selecionados para estudos mais detalhados.
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Tabela 3. Sumario dos principais dominios de proteinas encontrados apés BLASTXx contra proteinas de M. sexta.

InterPro Frequéncia Descricao
IPRO16040 139 NAD(P)-binding domain
IPRO01254 116 Peptidase S1/S6, chymotrypsin/Hap
IPRO01314 100 Peptidase S1A, chymotrypsin
IPRO09003 96 Serine/cysteine peptidase, trypsin-like
IPRO16196 88 Major facilitator superfamily, general substrate transporter
IPRO00618 77 Insect cuticle protein
IPR002198 72 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
IPRO11009 71 Protein kinase-like domain
IPR002347 67 Glucose/ribitol dehydrogenase
IPRO12336 66 Thioredoxin-like fold
IPRO01128 59 Cytochrome P450
IPRO15943 59 WD40/YVTN repeat-like-containing domain
IPRO11046 57 WD40 repeat-like-containing domain
IPRO12335 55 Thioredoxin fold
IPRO13781 54 Glycoside hydrolase, subgroup, catalytic core
IPRO17853 54 Glycoside hydrolase, catalytic core
IPRO00504 53 RNA recognition motif, RNP-1
IPRO12677 53 Nucleotide-binding, alpha-beta plait
IPRO11701 48 Major facilitator superfamily MFS-1
IPRO17442 48 Serine/threonine-protein kinase-like domain
IPR0O17973 47 Cytochrome P450, C-terminal
IPR0O19781 47 WDA40 repeat, subgroup
IPR002018 46 Carboxylesterase, type B
IPRO00834 43 Peptidase M14, carboxypeptidase A

Tabela 4. Sumério das principais proteinas digestivas do transcritoma de T. licus licus encontradas no transcritoma e sua

correspondéncia com enzimas de M. sexta.

Classificacdo InterPro Numero de contigs  Numero de contigs X Manduca sexta (unigenes)
Serine protease IPR009003/TPR001314 120 96 (59)
Cystein protease  IPR015643 17 3(2)
Carboxypeptidase IPR000834 31 33 (18)
Aminopeptidase  IPR001930 16 18 (11)
Dipeptidase IPR005320/IPR007865/IPR001548 10 10 (4)
o-amylase IPR0O06047 15 94
a-glucosidase IPR000322 6 5(4)
B-glucosidase IPR001360 13 13 (13)
p-galactosidase IPR001944 2 30
Trehalase IPR0O01661 2 2(1)
Lipase IPR006693/IPR000734/IPR0O13818/[PR002331 39 41 (16)

o1



3.6 Aminopeptidases N

Foi realizada uma busca por sequéncias de APNs no transcritoma de T. licus licus e

apos procura por similaridades contra sequéncias de proteinas de M. sexta foram encontrados

18 contigs de aminopeptidases de diferentes classes. Dois contigs apresentaram a sequéncia
completa de duas APNs (APN3 e APN4) e um terceiro contig (APN1) faltava a regido N-

terminal, que foi resolvida por meio de 5°-RACE. Todas as sequéncias codificam proteinas

de aproximadamente 1.000 aminoacidos. Sitios de ancoragem de GPI, assim como

um

peptideo sinal de 20 aminoacidos foram identificados em todas as proteinas. O alinhamento

entre as sequéncias mostrou que os motivos HEXXH(X).s e GAMEN sé&o conservados

(Figura 10).
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Figura 10. Alinhamento de APNs de T. licus licus identificadas no transcritoma. O peptideo sinal esta indicado pela
linha vermelha. Em azul e verde est4 indicado o sitio ativo da enzima. Os residuos marcados em vermelho indicam a
posicéo de ancoragem de GPI.
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As APNs de insetos tém sido divididas em cinco grupos filogenéticos, mas até o
momento ndo ha relatos de que uma Unica espécie de inseto apresente todos 0s grupos de
proteinas (PIGOTT e ELLAR, 2007). De maneira a melhor caracterizar as APNs de T. licus
licus identificadas no transcritoma de T. licus licus, foi realizada uma analise filogenética
para discernir sobre relagfes evolutivas entre proteinas de lepiddpteros e organiza-las de
acordo com os cinco grupos de proteinas. Os resultados mostraram que as APNs da broca-
gigante estdo distribuidas entre sequéncias de diferentes espécies e divididas entre 0s grupos
1, 3 e 4, sendo denominadas TI_APN1, TI_APN3 e TI_APN4. As sequéncias TI_APN1 e
Tl_APN4 se agruparam proximas a APNs de M. sexta e de B. mori, j4 bem caracterizadas

como receptores de toxinas Cry (Figura 11).
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Figura 11. Andlise filogenética de APNs representativas de lepiddpteros. As proteinas de T. licus licus sdo
mostradas em vermelho. As marcas verdes indicam as APNs que ja foram identificadas experimentalmente
como possiveis receptores de toxinas Cry. Os numeros de acesso do GenBank sdo mostrados junto as
abreviacOes do nomes das espécies. AbreviacOes: Ha, Helicoverpa armigera; Hp, Helicoverpa punctigera; Hv,
Heliothis virescens; Px, Plutella xylostella; Se, Spodoptera exigua; Tn, Trichoplusia ni; Bm, Bombyx mori; Ms,
Manduca sexta; Ld, Lymantria dispar; Ep, Ephiphyas postvittana; Pi, Plodia interpunctella; Sl, Spodoptera

litura. Adaptado de Pigot e Ellar, 2007.
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4. Concluséao

O estudo aqui apresentado gerou, pela primeira vez, um novo banco de dados
altamente representativo para a broca-gigante da cana-de-agucar T. licus licus. Até o presente
momento, existem somente 109 sequéncias de DNA mitocondrial depositadas no GenBank
para esse organismo. Aproximadamente 24 mil contigs foram obtidos, apresentando um
tamanho médio de 630 pares de bases. Apds a anotacdo das sequéncias, foi possivel
determinar a composicdo génica expressa em diferentes fases do ciclo de vida do inseto e
classifica-las de acordo com sua funcédo bioldgica, molecular e celular. Ao serem publicadas,
as sequéncias aqui obtidas enriquecerdo o conhecimento acerca da biologia da broca-gigante
e contribuirdo enormemente em pesquisas futuras. Com o auxilio de um banco de sequéncias
expressas especificamente do intestino médio de M. sexta foram identificados dominios de
proteinas envolvidas com o processo de digestdo. Esses dados serdo Uteis para definir alvos
potenciais para o desenvolvimento de métodos de controle do inseto por meio da
alimentacdo. Para melhor compreender o papel das toxinas Cry sobre o inseto foram
identificadas trés aminopeptidases completas que possuem todas as caracteristicas de APNs.
Duas dessas proteinas agrupam-se proximas a outras APNs, ja caracterizadas
experimentalmente como receptores de toxinas Cry. O estudo comparativo entre essas
proteinas poderd determinar se as APNSs identificadas no transcritoma de T. licus licus
também sdo receptores de toxinas e direcionar estudos de caracterizacdo de toxicidade e de
evolugdo molecular in vitro, visando o controle do inseto. Além disso, o banco de dados
contribuird como uma fonte de sequéncias de interesse que poderdo ser validadas em
experimentos de silenciamento génico, com o objetivo de avaliar a funcdo de cada gene.
Dentre os potenciais alvos biotecnol6égicos foram identificados genes relacionados com
processos industriais, como a producdo de etanol de segunda geragdo, genes relacionados
com o desenvolvimento, fatores de transcrigédo, vias de sintese e degradacdo de hormonios,

entre outros.
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Capitulo Il — Estudo da atividade de toxinas Cry contra larvas
neonatas de Telchin licus licus
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1. Introducéo
1.1 Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911)

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria da familia Bacillacea, pertencente ao
grupo do Bacillus cereus. E um organismo, Gram positivo, aerébio, cosmopolita, presente no
solo, agua, superficies vegetais, poeiras de grdos, insetos mortos e fezes de insetos, dentre
outros lugares (FEDERICI; PARK; BIDESHI, 2010). Essa bactéria apresenta um ciclo de
vida o qual, quando a quantidade de nutrientes e as condi¢cdes do ambiente sdo favoraveis, ha
a germinacdo de um esporo, produzindo uma célula vegetativa que cresce e se reproduz por
fissdo binaria. As células continuardo a se multiplicar até que um ou mais nutrientes,
principalmente carbono e nitrogénio, comegam a ser insuficientes para a continuidade do
crescimento celular. Sob essas condicdes, as bactérias alteram seu metabolismo, dando
origem ao esporo e ao corpo parasporal, este ultimo sendo composto por proteinas na forma
de inclusbes cristalinas (FEDERICI; PARK; BIDESHI, 2010). Esses cristais podem conter
uma ou varias d-endotoxinas, proteinas que possuem atividade inseticida (BENINTENDE e
MARQUEZ, 1996; SCHNEPF et al., 1998) (Figura 12). Além disso, o Bt pode produzir
outros fatores entomotdxicos, como a-exotoxinas, B-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas,
quitinases e toxinas VIP (HANSEN e SALAMITOU, 2000), que podem atuar ou ndo em

sinergia com as d-endotoxinas.

Figura 12. Micrografia eletrénica de transmissdo de células de Bacillus thuringiensis na fase de
esporulacdo. A) Esporos; B) Cristais protéicos; C) Imagem aproximada dos cristais mostrando as
diferentes formas que podem assumir (cuboides, bipiramidais, entre outras). Adaptado de Bobrowski et
al., 2002.
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O uso de inseticidas a base de microrganismos, em substituicdo aos pesticidas
quimicos, € uma alternativa para o controle de insetos-praga de diversas culturas. A maior
parte dos inseticidas biolégicos a base de bactérias é composta por Bt (PARDO-LOPEZ;
SOBERON; BRAVO, 2013). Os produtos a base de Bt tém sido bem recebidos pela
comunidade cientifica, principalmente por serem organismos inocuos a plantas e vertebrados,

por ndo poluirem o meio ambiente e por sua eficacia contra os insetos.

Inseticidas a base de B. thuringiensis serovar kurstaki tém sido utilizados com sucesso
para o controle de pragas agricolas ha quase 60 anos para o controle de lepidopteros. Estima-
se que em todo 0 mundo esses inseticidas tenham uma participacdo no mercado de até 100
milhdes de ddlares (FEDERICI; PARK; BIDESHI, 2010).

Adicionalmente, B. thuringiensis serovar israelensis mostrou ser altamente toxico
contra larvas de mosquitos. Essa caracteristica chamou a atencdo para a possibilidade de
utilizacdo de produtos baseados em Bt contra larvas de mosquitos que atuem como vetores de
doencas animais, incluindo seres humanos (RABINOVITCH; SILVA; ALVES, 2000).

Entretanto, mesmo com todas essas vantagens citadas, esses inseticidas podem
apresentar algumas limitaces tais como, baixa persisténcia no campo, dificuldade de
controle de pragas que possuam habitos endofiticos e acdo letal mais lenta quando comparada

aos inseticidas quimicos.

Visando criar um mecanismo que possa contornar essas limitacfes, tém-se investido
muito no desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (GM) expressando toxinas
Cry. As primeiras plantas GM resistentes a insetos foram obtidas na década de 1980, quando
0 gene cry bt2 foi expresso em tabaco visando o controle da lagarta M. sexta (VAECK et al.,
1987). Desde entdo, o nimero de paises que passaram a investir em culturas GM vem
aumentando gradativamente. Em 2011, 29 paises cultivaram plantas GM, em uma &rea de
160 milhdes de hectares. O Brasil produz soja, milho e algoddo geneticamente modificados,
resistentes a insetos (via expressao de toxinas Cry) ou a herbicidas, ocupando a segunda
colocagdo mundial entre os maiores produtores de culturas GM. Atualmente, vérias culturas
de grande importancia econdmica tais como, algoddo, soja, milho, batata, arroz, tomate,
berinjela e cruciferas foram geneticamente modificadas para expressdo de diferentes toxinas
Cry JAMES, 2011).
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1.2 Toxinas Cry

Devido a sua grande importancia na agricultura, silvicultura e na saude publica, a
busca por novos genes ou novos isolados de Bt tem sido foco de estudo de diversos grupos de
pesquisa. Toda a informacdo sobre a caracterizacdo de cepas e de genes de toxinas Cry, VIP e
Cyt é depositada em um banco de dados virtual (http://www.btnomenclature.info/ - acesso em

22/07/13). As toxinas Cry sdo classificadas de acordo com sua sequéncia primaria de
aminoacidos. Mais de 700 genes ja foram sequenciados e divididos em 72 grupos (Cryl —

Cry72) (http://www.btnomenclature.info/ - acesso em 22/07/13). A maior parte das toxinas

possui cinco blocos de aminoacidos conservados na sua estrutura primaria da toxina na sua
forma inativa (protoxina), sugerindo que podem ser importantes tanto para a estabilidade
quanto para a funcdo da proteina (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001) (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura primaria de toxinas Cry indicando o tamanho relativo das proteinas e a posi¢édo dos
blocos conservados, quando existentes. Adaptado de: de Maagd; Bravo; Crickmore, 2001.
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Esses genes podem ser divididos em quatro grandes grupos ndo relacionados
filogeneticamente entre si: as Mtx (mosquitocidal Cry toxins), Bin (binary-like toxins), Cyt
(cytolitic toxins) e as 3D-Cry (three domain Crystal toxins) (BRAVO et al., 2011). Essas
proteinas sdo codificadas por genes plasmidiais, alguns deles flanqueando elementos de
transposicdo, o que explica a facilidade de transferéncia desses genes dentro da espécie (DE
MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001).

As toxinas Mtx, Bin e Cyt tém acdo restrita contra dipteros e alguns coledpteros
(HERMAN et al., 2002; HOFTE e WHITELEY, 1989). As toxinas da classe 3D-Cry, assim
denominadas por apresentarem trés dominios principais na sua estrutura (BRAVO, 1997), ou
simplesmente toxinas Cry, apresentam um amplo espectro de acdo, sendo toxicas contra

lepidopteros, coledpteros, himendpteros, dipteros e até mesmo nematoides (WEI et al., 2003).

A estrutura tridimensional de oito toxinas foi determinada por cristalografia: CrylAa
(PDB ID: 1CIY) (GROCHULSKI et al., 1995), CrylAc (DERBYSHIRE; ELLAR; LI,
2001), Cry2Aa (PDB ID: 115P) (MORSE; YAMAMOTO; STROUD, 2001), Cry3Aa (PDB
ID: 1DLC) (LI; CARROLL; ELLAR, 1991), Cry3Ba (PDB ID: 1JI6) (GALITSKY et al.,
2001), Cry4Aa (PDB ID: 2C9K) (BOONSERM et al., 2006), Cry4Ba (PDB ID: 1W99)
(BOONSERM et al., 2005) e Cry8Ea (PDB ID: 3EB7) (GUO et al., 2009). Além disso,
outras trés toxinas tiveram sua estrutura tridimensional descrita por modelagem molecular:
CrylAbl19 (KASHYAP; SINGH; AMLA, 2012), Cry5Aa (XIN-MIN et al., 2009) e Cry8Ka5
(OLIVEIRA et al., 2011). Apesar de, uma forma geral, apresentarem baixa identidade na
sequéncia de aminoéacidos, a topologia entre elas é muito semelhante, confirmando a presenca
de trés dominios principais (PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013) (Figura 14).
Estudos de filogenia mostraram que a variacdo na atividade bioldgica dessas toxinas é
resultado da evolucdo independente de cada um desses dominios e também da troca do
dominio I11 entre diferentes toxinas (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001).
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Figura 14. Estrutura tridimensional de toxinas Cry obtidas por cristalografia. Em
vermelho, verde e azul estdo indicados os dominios I, Il e Ill, respectivamente.
Adaptado de Pigott e Ellar, 2007.

O dominio I consiste em um empacotamento de a-hélices anfipaticas, onde uma a-
hélice central (a-5) é cercada por outras seis a-hélices (a-1, a-2, a-3, a-4, a-6 ¢ a-7). Nas a-
hélices periféricas, seus residuos polares ou carregados ficam expostos para o solvente,
enquanto os residuos hidrofobicos notadamente se projetam em dire¢do a a-hélice central. O
espaco inter-hélices é preenchido com pontes de hidrogénio ou pontes salinas. As hélices
possuem mais de 30 A de comprimento e apresentam uma estrutura semelhante ao dominio
com atividade formadora de poros transmembrana da proteina colicina (PIGOTT e ELLAR,
2007).

O dominio II ¢ formado por trés folhas B antiparalelas que se agrupam para formar um
prisma B. Duas destas folhas estdo voltadas para o solvente e apresentam uma estrutura do
tipo chave-grega, onde cada folha é composta por quatro fitas . A terceira folha, composta
por trés fitas antiparalelas em disposicdo do tipo chave-grega e uma a-hélice curta, fica
colada internamente ao dominio |. Estruturalmente, o dominio Il apresenta a maior
variabilidade entre as toxinas, especialmente na regido das algas (loops) que formam a
extremidade do dominio, variando em comprimento, conformacao e sequéncia. Devido a essa

variabilidade, o dominio 1l vem sendo relacionado com a especificidade das toxinas. Além
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disso, comparacdes entre a estrutura das alcas das extremidades com a regido complementar
ao paratopo de anticorpos que reconhecem receptores de membrana sugerem que este
dominio pode exercer alguma influéncia na ligacdo a receptores presentes na membrana de
celulas do epitélio intestinal (PIGOTT e ELLAR, 2007).

O dominio IIT é composto por um  sanduiche de duas folhas-p antiparalelas. Estas
folhas sdo, por sua vez, formadas por cinco fitas B, com uma folha voltada para o solvente ¢ a
outra para 0 centro de massa da toxina, na interface entre os trés dominios. Este dominio
apresenta menor variabilidade estrutural do que o dominio Il e as principais diferencas entre
eles sdo encontradas nos comprimentos, orientacdo e sequéncias de aminoacidos das algas
(PIGOTT e ELLAR, 2007). Neste dominio, sdo encontradas regiGes com estrutura
semelhante aos dominios de proteinas que se ligam a carboidratos. De fato, as varia¢fes nessa
regido sdo tdo importantes que mesmo entre toxinas do subgrupo CrylA, a extensdo de uma
das alcas cria um sitio Unico de ligacdo a N-acetilgalactosamina (Gal-NAc) na toxina
CrylAc, e isso pode ter relacdo direta com a ligacdo a receptores (DERBYSHIRE; ELLAR,;
LI, 2001).

1.3 Receptores de toxinas Cry

Para melhor compreender 0 mecanismo de acdo das toxinas Cry, varios trabalhos vém
buscando determinar os aspectos fisiolégicos e moleculares da interacdo da proteina com a
membrana epitelial do intestino do inseto. Quanto aos aspectos fisioldgicos, observou-se que
0 uso de toxinas Cry contra espécies diversas de insetos pode desencadear um quadro
citopatologico comum (KNAAK et al., 2010). Poucos minutos apds a ingestao das proteinas,
0 inseto susceptivel diminui a sua alimentacéo e, apds alguns dias morre em consequéncia de
inanicdo e de septicemia (HEIMPEL e ANGUS, 1960). Em alguns casos isso se deve ao fato
de que as toxinas Cry, quando em contato com as células do epitélio intestinal, causam lise
osmotica, seguida do colapso das mesmas, levando o inseto a morte (BRAVO; JANSENS;
PEFEROEN, 1992).

Quanto aos aspectos moleculares, observou-se que as toxinas Cry sé surtem o efeito
citotoxico quando o inseto as ingere. O simples contato com a cuticula do inseto ndo é capaz
de gerar todo o quadro que causa a morte do organismo (FEDERICI; PARK; BIDESHI,
2010). Outra observacdo importante diz respeito a toxicidade variavel das toxinas Cry entre
diferentes espécies de insetos, mesmo entre espécies muito proximas evolutivamente
(FEDERICI; PARK; BIDESHI, 2010). Isso indica que as toxinas interagem de maneira
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diferente com as células epiteliais do intestino, muito provavelmente devido a diferencas de
solubilizacdo dos cristais, diferencas de pH intestinal, do processamento das protoxinas no
organismo dos insetos e na presenca de receptores diferentes na membrana celular. Essas
observacBes mostram que a ligacdo das proteinas ativas a receptores é determinante
importante da especificidade da toxina e que, em geral, apresentam um mecanismo de acao

com algumas etapas em comum.

Para identificar provaveis receptores de toxinas Cry, diferentes trabalhos foram
realizados utilizando metodologias variadas. A correlagdo entre a ligacdo da toxina aos
receptores e a toxicidade foi demonstrada por meio de ensaios de competicdo
homologa/heterdloga utilizando BBMVs (Brush Border Membrane Vesicles) (Wolfersberger,
1990). A ligacéo estavel a membrana sugere a existéncia de uma interacdo forte e especifica
com um receptor de membrana. De fato, estudos posteriores comprovaram a presenca de
diferentes classes de proteinas de membrana com participacédo efetiva no mecanismo de acéo.
A interacdo entre toxinas CrylA com diferentes proteinas do intestino de alguns lepidopteros
€ um processo complexo, envolvendo multiplas proteinas de membrana como caderinas
(CAD), aminopeptidases N (APN) e fosfatases alcalinas (ALP). Além disso, foram
identificadas outras moléculas que interagem com toxinas Cry como, glicolipideos, um
glicoconjugado de 270 KDa (BTR-270), uma proteina de 252 KDa (P252), metaloproteases
(ADAM) , a-glicosidases (BRAVO et al., 2011; PIGOTT e ELLAR, 2007; SOBERON et
al., 2010), além de uma heat-shock cognate protein e uma V-ATPase (NAKASU et al.,
2010). Entretanto, ndo se sabe se essa interacdo esta relacionada com o mecanismo de acao

das toxinas.
1.4 Mecanismo de acéo das toxinas Cry

Existem diferentes modelos que visam explicar o mecanismo de agéo das toxinas Cry:
I) o modelo de formagéo de poros, 1) 0 modelo de transducdo de sinal e 111) um modelo que
combina os dois citados anteriormente (JURAT-FUENTES e ADANG, 2006; PARDO-
LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013; ZHANG et al., 2005). Entretanto existem alguns
passos em comum entre os trés modelos, principalmente no inicio do processo de ativacao
das toxinas. Uma vez ingeridos por um inseto susceptivel, os cristais sdo solubilizados no
homogenato intestinal (suco digestivo), liberando a forma inativa das toxinas, conhecida
como protoxina (GILLILAND et al., 2002). Em seguida, as protoxinas séo clivadas pela acao
de proteases do intestino médio. Esta clivagem ocorre em dois sitios, um localizado na regido

N-terminal e outro na porgdo C-terminal da proteina, liberando um monémero com estrutura
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globular de aproximadamente 60-70 kDa (GROCHULSKI et al., 1995). Em lepidopteros, as
principais enzimas digestivas envolvidas na clivagem das proteinas Cry sdo as proteases
serinicas, como a tripsina e a quimotripsina (SCHNEPF et al., 1998) enquanto que em
coledpteros, a clivagem ocorre por agdo das proteases cisteinicas e aspéarticas (DE MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001).

O mecanismo de acdo das toxinas Cry mais estudado € o modelo de formacdo de
poros. Nele, apds a solubilizacdo e ativacdo das toxinas, as mesmas se ligam a receptores
especificos presentes na regido apical da membrana das células do intestino médio dos
insetos (BRAVO et al., 2002). Em Manduca sexta, a primeira interacdo das toxinas CrylA
acontece com uma interacdo de baixa afinidade com receptores APN e ALP (Kq =101 nM e
267 nM, respectivamente). A interacdo com APN acontece principalmente através de ligacao
do receptor com a alca 3 do dominio Il da toxina, enquanto que a interagdo com ALP
acontece através de ligacdo com a folha-f 16 do dominio III (ARENAS et al., 2010;
MASSON et al.,, 1995; PACHECO et al.,, 2009). APN e ALP sdo proteinas muito
abundantes, ancoradas a membrana celular por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(UPADHYAY e SINGH, 2011).

A interacdo com esses receptores concentram as toxinas ativas nas microvilosidades
da membrana, onde ent&o as toxinas CrylA se ligam com uma interacdo de alta afinidade a
receptores do tipo CAD (Kq = 1 nM). A interacdo com CAD é um processo complexo que
envolve trés epitopos, correspondendo as regides extracelulares denominadas CR7, CR11 e
CR12, onde CR12 localiza-se na regido proximal do dominio de membrana da caderina.
Esses epitopos de CAD interagem com as algas expostas 2, 3 ¢ a-8 do dominio Il da toxina,
promovendo a quebra proteolitica da regido N-terminal, incluindo a remogao da hélice a-1 do
dominio | (ATSUMI et al., 2008; GOMEZ et al., 2002).

Alguns estudos indicam que a remocgédo da hélice a-1 expde regides hidrofébicas do
dominio I, dessa forma, acredita-se que essa clivagem seja essencial para induzir a formacéao
de um oligbmero de toxinas Cry (ARENAS et al., 2010; GOMEZ et al., 2006; PACHECO
et al., 2009). Com isso, em M. sexta, o oligdbmero aumenta sua afinidade para APN e ALP
(K¢ =0,6 nM e 0,5 nM, respectivamente), ligando-se aos receptores através da alca 2 do
dominio Il de CrylAb (ARENAS et al., 2010), inserindo o complexo na membrana celular,
induzindo a formacéo do poro e causando lise osmotica (ARENAS et al., 2010; BRAVO et
al., 2004; PARDO-LOPEZ et al., 2006) (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo de acdo de toxinas CrylA em células epiteliais do intestino médio de M. sexta. 1)
Ativagdo da protoxina por proteases do intestino médio. 2) Reconhecimento da forma monomérica da toxina
por receptores do tipo fosfatase alcalina (ALP) ou aminopeptidase N (APN). 3) Reconhecimento da toxina
monomérica pelo receptor do tipo caderina e clivagem da o-hélice-1. 4) Oligomerizacdo das toxinas. 5)
Reconhecimento do oligbmero por receptores do tipo ALP e APN. 6) Insercdo do oligbmero na membrama
de células do epitélio intestinal e formacdo do poro. Adaptado de Pardo-Lopez et al., 2013.

1.5 Atividade de toxinas Cry contra Telchin licus licus

Um dos objetivos principais do estudo da atividade de toxinas Cry contra lagartas da
broca-gigante da cana-de-agucar € o desenvolvimento de plantas GM resistentes ou menos
susceptiveis ao inseto-praga e, para isso, a identificacdo de toxinas ativas contra esse inseto é
um passo essencial no processo de melhoramento genético da cultura. Em 2007, a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) isolou e caracterizou os genes cry8Kal e
cryllal?, a partir da cepa S811 de B. thuringiensis (GROSSI-DE-SA et al., 2007).

O gene cryllal?2 foi utilizado posteriormente em protocolos de evolugdo molecular in
vitro (utilizando as técnicas de DNA shuffling e phage display) para o desenvolvimento de
moléculas com atividade melhorada contra larvas neonatas de T. licus licus. Apds a
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realizacdo dos bioensaios foram identificados trés clones os quais apresentaram atividade
maior, quando comparados a toxina original (CRAVEIRO et al., 2010). Em estudo recente,
GOMES JUNIOR (2012) utilizou a mesma metodologia citada para tentar gerar moléculas
hibridas entre os genes crylAa e cryllal2. Apesar de os clones resultantes serem variantes
apenas do gene cryllal2, testes de atividade em bioensaios com larvas neonatas de T. licus
licus mostraram que duas moléculas apresentaram atividade maior (2,5 e 3,5 vezes), quando
comparadas a molécula original. Esses resultados mostram a importancia da selecdo e
caracterizagdo de toxinas ativas contra os insetos e permitem o uso desta tecnologia para
melhorar o controle de pragas, além de gerar moléculas novas que ndo apresentam nenhuma

protecdo da sequéncia em forma de patente.
1.6 Transferéncia de dominios entre toxinas Cry e alteracdo da atividade

Além da mutacdo de alguns aminoacidos na sequéncia da proteina, outras formas de
alteracdo da atividade vém sendo testadas. Como as toxinas Cry assumem uma conformacéo
tridimensional muito parecida umas com as outras, mesmo entre proteinas de grupos
distintos, pesquisadores vém desenvolvendo moléculas hibridas a partir da fusdo de dominios
de toxinas Cry. Diferentes fusdes, tais como CrylAb-CrylB (HO et al., 2006) e CrylAc-
CrylAb (HONEE; VRIEZEN; VISSER, 1990) foram sintetizadas e expressas em plantas
visando obter moléculas com maior atividade ou com maior espectro de acdo. A transferéncia
do dominio Ill de CrylC para CrylAb, gerando um hibrido (CrylAb-Cry1C), mostrou uma
atividade muito maior contra lagartas de Spodoptera exigua, que antes eram resistentes a
toxinas da familia CrylA (DE MAAGD et al., 1996; DE MAAGD et al., 2000). Plantas de
batata expressando um hibrido contendo os dominios I e 11l de CrylBa e o dominio Il de
Cry2A apresentaram alta resisténcia contra Phthorimaea opercullela e Leptinotarsa
decemlineata (NAIMOV et al., 2001).

Para que essa metodologia possa ser realizada com sucesso, a informagdo acerca da
estrutura tridimensional das toxinas e dos receptores presentes nas células epiteliais do
intestino médio dos insetos é de suma importancia. Com ela pode ser possivel simular in vitro
ou in silico como ocorre e qual a estabilidade da ligacdo das toxinas aos receptores.
Utilizando programas de modelagem e docking de proteinas, TAJNE e colaboradores (2012)
observaram que ao trocar o dominio 111 de CrylAc por uma lectina isolada de Allium sativum,
a estabilidade da ligacdo da toxina pelo receptor aumentou consideravelmente. Baseado

nessas observacgdes, o desenho de novas moléculas a partir da troca de dominios entre toxinas
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Cry ou da insercdo de outras classes de proteinas surge como uma maneira alternativa de

mudar ou incrementar a atividade de moléculas inseticidas.
1.7 Modelagem molecular e dinamica de proteinas

A estrutura terciaria de diversas toxinas Cry ja foi determinada por cristalografia
(PIGOTT e ELLAR, 2007). O conhecimento da estrutura de uma proteina € importante, pois
permite a identificagdo de aspectos funcionais das moléculas tais como sitios ativos, regides
flexiveis, sitios de ligacdo e interacdes intramoleculares (SAMISH; GU; KLEIN, 2009).
Porém, a resolucdo da conformacdo tridimensional de proteinas nem sempre pode ser obtida
devido a limitacGes inerentes as técnicas de cristalografia, ressonancia magnética nuclear e
difracdo de néutrons. Fatores, tais como a obtencdo de amostras em quantidades suficientes
para 0s ensaios, a qualidade dos cristais obtidos, a escolha do sistema de expressdo de
proteinas, a existéncia de alteracGes pds-traducionais na cadeia polipeptidica e a origem do
material (proteinas de membrana, por exemplo) muitas vezes prejudicam ou impedem a
determinacdo da estrutura tercidria da molécula (SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003).

Nesse contexto, a modelagem por homologia vem sendo bastante utilizada para
contornar a falta de informacdo da estrutura terciaria de proteinas de diversas classes. Esta
metodologia baseia-se em observacdes quanto a similaridades e diferencas na estrutura
primaria e o seu respaldo na estrutura terciaria e, consequentemente, na funcdo das proteinas.
Geralmente, quando duas ou mais proteinas apresentam as mesmas fungdes ou fungdes muito
parecidas, ha conservacdo da estrutura terciaria e essa informacdo pode ser relevante para a
construcdo de um modelo a partir do uso das coordenadas cartesianas dos atomos que
compdem uma molécula com estrutura ja conhecida (SANTOS FILHO e ALENCASTRO,
2003).

Para a realizagdo da modelagem por homologia é necesséria a identificacdo e selecéo
de proteinas-molde. Essas proteinas podem ser obtidas a partir de bancos de dados como, por
exemplo, o PDB (http://www.pdb.org/), GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ou SWISS-

PROT (http://www.expasy.org/). Em seguida, € realizado o alinhamento das sequéncias de

aminoacidos das proteinas-molde com a proteina-alvo. Se o grau de identidade entre as
estruturas primarias das proteinas for igual ou superior a 30% e apresentar uma cobertura alta
por toda a cadeia, € possivel que as proteinas apresentem estruturas tridimensionais
semelhantes e, dessa forma, a informacao pode ser utilizada para a constru¢cdo de um modelo
para a proteina-alvo (SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003). Por ultimo, o modelo
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gerado deve ser validado e se possivel otimizado para reorganizar as interacGes
desfavoraveis, os angulos torcionais e de ligacdo entre os atomos. A validacdo é utilizada
para examinar 0 empacotamento global da proteina, erros estruturais e parametros
estereoquimicos, enquanto que a otimizacdo pode ser realizada a partir da simulacdo por
dindmica molecular, que permite que os &tomos da molécula se ajeitem para um estado mais

proximo ao natural.

Vale ressaltar que as estruturas de proteinas presentes nos bancos de dados e mesmo
as estruturas obtidas via modelagem por homologia, fornecem apenas um quadro
momentaneo da conformacdo adotada pela molécula. A caracterizacdo da variacdo dos
estados conformacionais é de grande importancia para o entendimento da plasticidade
funcional, das interacfes proteina-proteina, entre outras propriedades. Dentro desse contexto,
as informacdes presentes em uma estrutura rigida podem ser usadas para simular a estrutura
adotada pela proteina ou por uma regido especifica da molécula em funcdo do tempo
(FERNANDEZ-BALLESTER e SERRANO, 2006).

A dindmica molecular (DM) compreende um conjunto de métodos utilizados na
analise conformacional de moléculas. Essa ferramenta basicamente aplica a mecanica
newtoniana classica para calcular a posicdo de cada a&tomo constituinte do sistema no
transcorrer de um tempo determinado. O histérico de coordenadas do nlcleo de cada atomo e
sua evolugdo ao longo do tempo define a trajetéria das moléculas do sistema. Com isso €
possivel visualizar o comportamento da proteina e as mudancas em seu estado
conformacional bem como caracterizar as interacdes intra e intermoleculares e a estabilidade
das ligacdes. Nesse contexto, o uso da DM, associado a analise da atividade das toxinas Cry
em bioensaios, pode ser uma ferramenta que auxiliard a validacdo da ligacéo das proteinas e

Seus respectivos receptores.
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2. Material e Métodos
2.1 Obtencao de larvas de Telchin licus licus

Foi estabelecido um protocolo de criacdo de lagartas em laboratério que permitiu
obter larvas neonatas saudaveis e em grande quantidade. Este protocolo encontra-se em

processo de sigilo e foi omitido para respeitar as exigéncias do patenteamento.
2.2 Obtencao de toxinas Cry

As toxinas Cry utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pela Dra. Rose
Monerat (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia). As toxinas foram expressas em
estirpes recombinantes de B. thuringiensis transformadas com o vetor pHT315 (ARANTES e

LERECLUS, 1991) portando separadamente os genes crylAa, crylAb, crylAc e cry2Aa.
2.3 Analise das proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas purificadas foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Para a analise da massa molecular e a integridade das proteinas, 25 pg de cada
amostra foram solubilizados em 20 pL de tamp&o de amostra, aquecidos a 100 °C durante 10
minutos e aplicados em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%. A
eletroforese foi realizada no sistema Mini PROTEAN® 3 Cell Electrophoresis (Bio-Rad)
contendo 400 mL de tampdo de corrida 1X (190mM Glicina, 25 mM Tris-Base e 0,1% SDS)
e aplicando-se uma corrente de 15 mA/cm? durante 90 minutos. Ao final da eletroforese, o
gel foi corado em solugdo corante de Comassie Brilliant Blue 1% (p/v) e as bandas
visualizadas apés tratamento com solucdo descorante contendo 40% de metanol e 12% de

acido acético glacial.
2.4 Bioensaio de toxicidade e determinacgdo da concentracao letal LCsg

Para examinar o efeito das toxinas sobre larvas de T. licus licus, bioensaios foram
realizados utilizando disco de esponja de 0,4 cm? embebido em 50 pL de dieta artificial
liquida (Anexo XII) contendo uma diluicdo seriada de cada uma das toxinas ou apenas a dieta
no tratamento controle. As concentragdes testadas de cada proteina foram de 125 ng/mL, 250
ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL. A unidade experimental
consistiu em doze larvas neonatas individualizadas em placas de 96 pocos. Foram realizadas
6 repeticOes para cada tratamento. Os insetos foram mantidos a 28 = 2 °C, 70 £ 10% de

umidade relativa e fotoperiodo de 12:12 (C:E). A taxa de mortalidade foi avaliada apds 7 dias
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e calculada utilizando a formula de ABBOTT (1925) para a determinacdo da LCso. As
porcentagens de mortalidade foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA, p<0,05) e

teste de Tukey (p<0,05) para verificar a significAncia dos testes realizados.
2.5 Modelagem de proteinas

As proteinas que tiveram suas estruturas tridimensionais modeladas por homologia

estdo listadas na tabela 5, juntamente com o molde e o codigo de acesso ao PDB.

Tabela 5. Toxina Cry e aminopeptidases (APNs) que foram modeladas por homologia.

Proteina-alvo NUmero de acesso Molde PDB ID
CrylAb CAA28405.1 CrylAa 1ClY
APN1Ms CAA61452.1 APN humana  2YDO
APNI1TI transcritoma APN humana  2YDO
APN3TI transcritoma APN humana  2YDO
APNATI transcritoma APN humana  2YD3

As sequéncias de aminoacidos das proteinas modeladas foram submetidas a trés
servidores diferentes, PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/) e PHYRE2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) para

predicdo da estrutura secundéaria das proteinas. Essa informacdo foi atil para melhorar o
alinhamento entre a sequéncia molde e a sequéncia alvo. Em seguida as sequéncias de
aminoacidos das proteinas-alvo foram submetidas ao servidor MAT v.3.0
(http://manaslu.aecom.yu.edu/M4T/) para busca de moldes cristalograficos a partir da

identidade de aminoacidos. Esse servidor realizou um alinhamento com as melhores
estruturas encontradas. Esse arquivo de alinhamento foi inspecionado manualmente e falhas
foram corrigidas de acordo com a predicdo da estrutura secundaria realizada previamente. Os
alinhamentos foram submetidos ao programa MODELLER v.9.10 para gerar 100 estruturas-
modelo (FISER e SALI, 2003).

Dentre as 100 estruturas geradas para cada proteina, o programa MODELLER
calculou um potencial estatistico conhecido como DOPE
(Discrete Optimized Protein Energy), que atribuiu um valor de energia para cada modelo
gerado. Os modelos com os menores valores de DOPE representam as estruturas mais
estaveis das proteinas (SHEN e SALI, 2006) e foram selecionadas para as anélises

subsequentes.
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Cada modelo foi analisado com o programa PROCHECK, presente no banco de dados
PDBsum (LASKOWSKI et al., 1997). As regides desfavoraveis consideradas de baixa
qualidade, caso identificadas pelo Ramachandran, tiveram o seu alinhamento reformulado
para garantir a melhor precisdo possivel. O alinhamento corrigido foi submetido ao

MODELLER para gerar o0 novo modelo.
2.6 Sistemas simulados

Para os estudos de DM foram escolhidas quatro toxinas: CrylAa (PDB: 1CIlY),
CrylAb (modelada a partir de CrylAa), CrylAc (modelada a partir de CrylAa — modelo
gentilmente cedido pelo Dr. Wagner Lucena) e Cry2Aa (PDB: 1I5P). Além de serem as
toxinas que apresentam muita informacdo na literatura cientifica, elas foram as mesmas
utilizadas nos ensaios de atividade contra larvas de T. licus licus e servirdo de modelo para
estudar o mecanismo molecular de interacdo das toxinas com os receptores das células do
epitélio intestinal.

As proteinas a serem caracterizadas como possiveis receptores em estudos de DM
foram as mesmas citadas no capitulo 1 do presente trabalho e consistem em trés
aminopeptidases N identificadas a partir do transcritoma da broca-gigante, assim como a
APNL1 de M. sexta (nUmero de acesso do GenBank: CAA61452.1). Foram utilizadas como
molde as informacdes de coordenadas dos cristais de uma aminopeptidase humana (PDB:
2YDO0). A APN1 de M. sexta foi utilizada neste trabalho por ser uma fonte rica de
informacdes, pois a proteina ja foi caracterizada experimentalmente como receptor das
toxinas CrylAa, CrylAb e CrylAc (PIGOTT e ELLAR, 2007), além de ja ter sido
caracterizada quanto a diversas outras caracteristicas como glicosilacdo (STEPHENS et al.,
2004), simulacéo de docking com a toxina CrylAc (TAJNE et al., 2012) entre outras.

2.7 Dinamica molecular

As simulacbes de DM foram executadas utilizando o pacote de programas
GROMACS v.4.5.3 (BERENDSEN; VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995) e o campo
de forca GROMOS 4321 (VAN GUNSTEREN, 1996).

O protocolo de simulagéo foi realizado de acordo com DE GROOT; GRUBMULLER
(2001). Para a montagem dos sistemas, cada proteina foi solvatada em uma caixa cubica com
condicdes periddicas de contorno e utilizando como solvente, moléculas de agua SPC (Single
Point Charge) (BERENDSEN; GRIGERA; STRAATSMA, 1987). Os contra-ions cloreto ou

sodio, quando necessarios, foram adicionados aos sistemas com o objetivo de neutralizar a
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carga liquida dos mesmos. As interacOes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método
Particle-Mesh Ewald (PME) com raios de corte de Coulomb e van der Waals de 9 A
(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993). Para a restri¢do das ligacdes covalentes foi aplicado
0 método Lincs (HESS et al., 1997), a fim de possibilitar 2 fs como passo de integracéo. Para
todas as simulacOes, a temperatura foi mantida a 310 K. O acoplamento do soluto, ions e
solvente a banhos externos de temperatura e pressdo foi empregado para manter a
temperatura e pressdo constantes. As constantes de acoplamento foram de t = 0,1 0s e 1= 0,5
ps, respectivamente (BERENDSEN et al., 1984) e a constante dielétrica do meio foi de € =1.

Inicialmente foi realizada uma termalizacdo que promoveu um aquecimento gradativo
dos sistemas, a fim de evitar as deformacdes nas proteinas estudadas. Este aumento gradual
da temperatura consistiu em um passo de 5 ps a 50 K com restricdo de posicao, seguido de
seis outros passos de 5 ps com aquecimento lento de 50 K a 310 K. Com isso a cada passo
havia um aumento da temperatura em 50 K.

Ao final da termalizacdo, os sistemas aquecidos a 310 K e em estado de equilibrio

seguiram a simulacao até 50.000 ps ou 50 ns.
2.8 Simulacéo de ligacéo por docking molecular

O docking molecular foi utilizado com o intuito de buscar uma maneira de mimetizar
a formacdo de heterodimeros entre toxinas Cry e os receptores APN de M. sexta e de T. licus
licus e simular a interagdo dessas proteinas durante o primeiro passo do mecanismo de acdo

das toxinas, ou seja, a ligacdo da toxina em sua forma monomeérica ao receptor.

As coordenadas atomisticas dos modelos a 50 ns obtidos ap6s DM foram submetidas
ao programa ClusPro (COMEAU et al., 2004). Segundo os modelos propostos na literatura,
h& uma concordancia quanto a participacdo das algas 2 e 3 do dominio Il das toxinas CrylA
no processo de ligacdo com os receptores APN. Para CrylAa, 0os aminoacidos que compdem
a alca 2 estdo entre as posi¢cbes R367 — Q378, enquanto que a alga 3 é composta pelos
aminoacidos A441 — V444, Para CrylAb e CrylAc, a al¢a 2 é representada pelos residuos
R336 — Q347 e a alca 3 é composta pela regido S406 — S414. Essas regides foram escolhidas
como ligantes para os modelos das toxinas enquanto que nenhuma restricdo de regido foi
imposta para os modelos dos receptores. Os resultados de melhor energia e coincidentes com
o0s dados de interagéo descritos na literatura foram selecionados.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Analise do perfil protéico dos cristais

A analise do perfil protéico dos cristais demonstrou bandas de 130 kDa para as
toxinas CrylAa, CrylAb e CrylAc e de 72 kDa para a proteina Cry2Aa (Figura 16). A
presenca de rastros no gel deve-se, provavelmente, a presenca de outras proteinas dos cristais
que ndo correspondem as toxinas Cry ou a degradacdo por proteases ou quebra mecénica
apos a solubilizacdo. Apesar disso, o perfil protéico das toxinas esta de acordo com o descrito
na literatura (HOFTE e WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998).
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Figura 16. Perfil protéico dos cristais solubilizados contendo as toxinas Cry
apos eletroforese em gel de acrilamida 12%. 1) Benchmark Protein Ladder
(Invitrogen). 2) CylAa. 3) CrylAb. 4) CrylAc. 5) Cry2Aa.

3.2 Ensaios de toxicidade

Para a determinacdo da atividade das toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa,
foram realizados bioensaios utilizando larvas neonatas de T. licus licus, onde foram testadas
diluicbes seriadas da concentracdo das proteinas. A figura 17 mostra a mortalidade
observada, de acordo com a concentracdo das toxinas. Para a toxina CrylAa, 0 maximo de
mortalidade foi observado para concentragdes de aproximadamente 2.000 ng/mL de toxina

(Figura 17A). Esse mesmo indice foi alcancado em concentracdes de aproximadamente 1.000
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ng/mL de CrylAb (Figura 17B) e 2.000 ng/mL para a toxina CrylAc (Figura 17C). Ja para a
toxina Cry2Aa, a mortalidade continuou aumentando mesmo utilizando as concentracdes de
4.000 ng/mL.
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Figura 17. Taxa de mortalidade de larvas neonatas de T. licus licus em bioensaios com toxinas Cry em diferentes
concentragdes. A) CrylAa. B) CrylAb. C) CrylAc. D) Cry2Aa.

Apo6s a realizacdo de testes estatisticos dos dados dos bioensaios foi possivel
determinar a concentracdo letal em que ha 50% de mortalidade dos insetos (LCsp). De acordo
com a tabela 6, a toxina que apresentou melhor atividade foi CrylAc (139,3 ng/mL, com um
intervalo de confianca a 95% de 73,2 - 234,4 ng/mL). Comparada a atividade das outras
toxinas, CrylAc apresentou atividade 2,1 vezes maior do que CrylAa; 1,7 vezes maior do
que CrylAb e 9,7 vezes maior do que Cry2Aa. A segunda toxina com maior atividade foi
CrylAb, seguida de CrylAa. A toxina Cry2Aa apresentou uma LCsy muito alta, quando
comparada as outras proteinas, de aproximadamente 1300 ng/mL. Entretanto, levando em
consideracéo o intervalo de confianca de 95%, ndo houve diferenca estatistica das atividades
das toxinas CrylA. A Unica diferenca significante estatisticamente foi observada para a
toxina Cry2Aa, pois o intervalo de confianca calculado para a atividade desta toxina ndo se

sobrep®s aos valores das outras toxinas.
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Tabela 6. Determinacdo da LCs, para as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa em bioensaios contra
larvas neonatas de T. licus licus.

Protoxina LCso (ng/mL) Intervalo de confianga 95%
CrylAa 297,3 173,7-476,9
CrylAb 238,0 135,1 - 386,2
CrylAc 139,3 73,2-2344
Cry2Aa 1.353,3 851,2 —2.268,1

Esses resultados comprovaram o que ja vem sendo observado com outras espécies de
insetos da ordem Lepidoptera. As toxinas da familia CrylA sdo aquelas que apresentam a
melhor atividade inseticida contra lagartas como observado para M. sexta e Pieris brassicae
(GILLILAND et al., 2002), P. xylostella (MONNERAT et al., 1999) e D. sacharalis (WU et
al., 2009). As quatro toxinas utilizadas neste trabalho ja haviam sido testadas contra larvas
neonatas de T. licus licus, porém utilizando uma dosagem muito alta (1 mg/mL), o que
resultou em mais de 90% de mortalidade para todos os ensaios realizados (GOMES JUNIOR,
2012). Dessa forma, foi necessario realizar uma curva de concentragdo para determinar o
perfil de atividade de cada toxina. Esses dados sdo importantes, pois irdo permitir o
planejamento dos proximos trabalhos de evolu¢do molecular in vitro de proteinas inseticidas
com atividade melhorada especificamente contra esse inseto. Outra caracteristica importante
desses dados é que eles permitirdo estudar o mecanismo de agdo das toxinas no organismo da
broca-gigante, a partir da correlacdo entre dose letal e caracteristicas de ligacdo entre as
toxinas e os receptores, de acordo com os dados obtidos experimentalmente nos bioensaios

do presente trabalho e dos dados da literatura.
3.3 Modelagem das aminopeptidases e da toxina CrylAb
3.3.1 Descricao da estrutura das proteinas modeladas

A busca por sequéncias similares a CrylAb no GenBank utilizando o banco de dados
PDB encontrou uma sequéncia protéica como o homologo mais proximo com 89% de
identidade, que corresponde a toxina CrylAa (PDB: 1CIY). Apds a remocdo de parte das
regides N- e C-terminais, visando obter a forma ativa da toxina (GROCHULSKI et al., 1995),
0 alinhamento com a sequéncia de CrylAa resultou em uma identidade de 88% com
cobertura de 51%, variando entre os residuos 33-610. Da mesma forma que a sequéncia-

molde, 0 modelo obtido para CrylAb apresentou uma estrutura tridimensional com os trés
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dominios caracteristicos deste grupo de proteinas (DERBYSHIRE; ELLAR; LI, 2001;
GROCHULSKI et al., 1995; LI; CARROLL; ELLAR, 1991) (Figura 18).
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Figura 18. Estrutura tridimensional da toxina CrylAb obtida apds modelagem por homologia.

A busca por sequéncias similares a APN1Ms realizada seguindo 0s mesmos
pardmetros citados anteriormente encontrou a estrutura cristalografica de uma
aminopeptidase humana (PDB: 2YDO0) como a que apresentou maior homologia. A
identidade entre as sequéncias de aminoacidos foi de 28%, com uma cobertura de 88%. Apo6s
inspecdo visual das sequéncias, exclusdo da regido correspondente ao peptideo sinal e
corregdo de erros de alinhamento, a identidade aumentou para 56% com uma cobertura de

96%, variando entre os residuos 26 - 934.

Para a modelagem das APNs de T. licus licus foi utilizada como molde a mesma
estrutura cristalografica da aminopeptidase humana (PDB: 2YDOQ). No caso da APN1TI, foi
observada uma identidade de 27% e cobertura de 86% que, apds a edi¢do das sequéncias,
mudou para 30% de identidade e 97% de cobertura. O alinhamento com a sequéncia de
APN3TI mostrou uma identidade de 28% com 98% de cobertura, sendo que apos a edicdo das

sequéncias a identidade foi alterada para 47%. Para a APN4TI, a identidade inicial observada
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foi de 28% com 97% de cobertura. Apos a edicdo da estrutura primaria a identidade

observada aumentou para 36%.

De uma maneira geral, todos os modelos de APNs gerados resultaram em uma
proteina com estrutura globular composta por 4 dominios, também observaveis no arquivo de
cristalografia da aminopeptidase humana, mas com algumas diferencas de tamanho

principalmente nas regides de alcas (Figura 19).
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Figura 19. Estrutura tridimensional da APN1TI obtida apds modelagem por homologia.

3.3.2 Validagao dos modelos

Os resultados da predicdo da estrutura secundaria utilizando os programas PSIPRED,
PHYRE2 e SWISS-MODEL coincidiram com a estrutura secundaria final dos modelos
obtidos. Além disso, os graficos de Ramachandran gerados utilizando o programa
PROCHECK permitiram identificar falhas na montagem dos modelos, quando existentes. No
caso do modelo da toxina CrylAb, o programa identificou que 98% dos residuos de
aminoacidos foram encontrados nas regides permitidas e favoraveis, enquanto que 2% foram
identificados nas regides desfavoraveis (Figura 20A). Para a APN1 de M. sexta 99,8% dos
residuos encontraram-se nas regifes permitidas e favoraveis e apenas 0,2% nas regides
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desfavoraveis (Figura 20B). Para APN1 de T. licus licus 99,9% dos residuos foram
identificados nas regides permitidas e favoraveis e 0,1% nas desfavoraveis (Figura 20C). Para
APN3 de T. licus licus 98,8% dos residuos foram encontrados nas regiGes permitidas e
favoraveis e 1,2% nas regides desfavordveis (Figura 20D). No caso da APN4 de T. licus
licus, 99,6% foram identificados nas regides permitidas e favoraveis e 0,4% nas regides

desfavoraveis (Figura 20E).

Esses dados mostraram que todos os modelos obtidos neste trabalho apresentaram
uma estrutura compativel com o padrdo de coordenadas atomisticas conhecido para proteinas
de diferentes organismos. Esses modelos correspondem a forma ativa das proteinas, tanto das
toxinas Cry, quanto dos receptores. Isso € de extrema importancia para obter-se maior
confianca nos resultados dos experimentos de DM e docking molecular e garantir um
mecanismo de acdo das proteinas mais aproximado ao que € observado in vivo. Portanto, as
extremidades N-terminal e C-terminal das toxinas Cry ndo foram modeladas. No caso das
APNSs, além da remocdo do peptideo sinal na regido N-terminal, também foi necessaria a
exclusdo de parte da regido C-terminal, correspondente ao sitio de adi¢do da ancora de GPI,
pois ndo ha molde conhecido desta estrutura oriundo de células de insetos, o que implicaria

na modelagem de uma alca que n&o existe no sistema estudado.
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Figura 20. Gréafico de Ramachandran das proteinas modeladas. A) CrylAb. B) APN1Ms. C) APNLTI. D)
APN3TI. E) APNA4TI.
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3.4 Dinamica molecular das toxinas Cry e das aminopeptidases

Os sistemas contendo as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa, assim como as
proteinas APN1Ms, APN1TI, APN3TI e APN4TI foram simulados por 50 ns. Esse tempo foi
necessario, pois de acordo com a anélise de componentes principais (Principal Component
Analysis), realizada pelo pacote de programas GROMACS, foi nesse intervalo de tempo em

que os modelos convergiram para uma conformacéo final ou que ndo sofriam uma mudanca

muito severa em suas topologias.

O desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos dos sistemas foi calculado a partir
das trajetdrias entre o intervalo de 35 ps (resultante do passo de termalizacdo, explicado na
secdo 2.7, cap.ll) a 50 ns. A variacdo do RMSD em fungéo do tempo fornece uma medida da
convergéncia das propriedades dindmicas das proteinas. Em média, os RMSDs variaram de
0,2 a 0,45 nm para todas as APNs, sendo que a menor variacdo foi observada para APN4TI
(Figura 21). No caso das toxinas Cry, 0 RMSD variou de 0,1 a aproximadamente 0,4 nm para
CrylAa e CrylAc e de 0,1 a 0,35 nm para CrylAb e Cry2Aa, sendo que a toxina Cry2Aa
sofreu uma variacdo brusca em aproximadamente 32 ns, mas que néo resultou em mudancas

na estrutura da proteina (Figura 22).
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Figura 21. Desvio Quadratico Médio (RMSD) dos sistemas simulados para APN1Ms (preto),
APNA1TI (vermelho), APN3TI (verde) e APN4TI (azul).
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Figura 22. Desvio Quadratico Médio (RMSD) dos sistemas simulados para CrylAa
(preto), CrylAb (vermelho), CrylAc (verde) e Cry2Aa (azul).

Para determinar a estabilidade da estrutura globular das proteinas foram realizadas
analises de raio de giro (Rg). Os Rgs para os sistemas de simula¢do das APNs mostraram
uma diferenca estrutural entre a APN1TI e o restante das proteinas. Enquanto APN1TI variou
entre 2,925 - 2,85 nm, as APN1Ms, APN3TI e APN4TI variaram entre 2,875 - 2,725. Esses
resultados indicaram que a APN1TI apresentou uma distancia maior entre o centro de massa
da proteina e as suas extremidades, que a manteve com um grau de compactacdo muito

menor se comparada com as outras moléculas (Figura 23).

O raio de giro observado para as toxinas Cry mostrou que as proteinas CrylAa e
CrylAb variaram entre 2,55 — 2,6 nm, CrylAc variou entre 2,55 — 2,65 nm, enquanto a
toxina Cry2Aa apresentou uma estrutura muito mais compacta, com Rg variando entre 2,525
— 2,475 nm. De uma maneira geral, a variagdo do raio de giro das toxinas ndo sofreu uma
variagdo elevada, 0 que as manteve com a estrutura estavel. O maior grau de compactacao da
toxina Cry2Aa deveu-se ao fato de que esta toxina apresenta uma estrutura primaria reduzida,
0 que reflete em uma sua estrutura tridimensional menor, principalmente nas regides das

alcas (Figura 24).
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Figura 23. Raio de giro (Rg) das estruturas dos sistemas simulados
para APN1Ms (preto), APN1TI (vermelho), APN3TI (verde) e
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Figura 24. Raio de giro (Rg) das estruturas dos sistemas
simulados para CrylAa (preto), CrylAb (vermelho), CrylAc
(verde) e Cry2Aa (azul).



(nm)

(nm)

0,9

0.5

A analise das flutuacGes quadraticas médias (RMSF) para os residuos apresentou
perfis semelhantes entre as toxinas Cry e entre as APNs. Os picos das curvas correspondem
as regides mais flexiveis que, em muitos casos sdo representadas pelas al¢as das proteinas. O
RMSF das APNs mostrou que, de uma maneira geral, as regides mais flexiveis encontram-se
na regido N-terminal das proteinas, entre os residuos de aminoacidos 40 e 150. A APN1Ms
também apresentou uma maior flexibilidade na regido C-terminal, entre os residuos 450 e 700
(Figura 25).

De acordo com dados da literatura, a regido entre os residuos 11e135 — Pro198 das
APNs 3 de B. mori e P. xylostella e APN 1 de M. sexta corresponde ao sitio de ligagdo
comum das toxinas CrylAa, CrylAb e CrylAc (NAKANISHI et al., 2002; NAKANISHI et
al., 1999). Nos modelos utilizados no presente estudo, essa regido esta representada entre 0s
residuos 110 — 175 para APN1Ms e APN1TI e residuos 105 — 155 para APN3TI e APN4TI,

que se mostraram flexiveis.
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Figura 25. Flutuages quadraticas médias (RMSF) dos modelos ap6s 50 ns de dindmica molecular. APN1Ms
(preto), APN1TI (vermelho), APN3TI (verde) e APN4TI (azul). O quadro cinza indica a regido de ligagdo das
toxinas Cry1A aos receptores APN.
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Nos modelos das toxinas Cry, a flexibilidade foi observada de maneira mais

distribuida ao longo da cadeia polipeptidica, entretanto, Cry2Aa mostrou uma flexibilidade

geral muito menor quando comparada com as outras proteinas. As regides correspondentes

aos sitios de ligacdo aos receptores também se mostraram bastante flexiveis. Entre as quatro

toxinas, CrylAa foi a molécula que apresentou menor flexibilidade nas algas 2 e 3 enquanto

CrylAb apresentou a maior variacdo nas regides ligantes e no dominio Il (regido entre os

aminoacidos 230 — 430) de uma forma geral. Outro detalhe interessante foi o pico entre o0s

aminoacidos 450 — 500 de CrylAc, essa regido corresponde ao sitio de reconhecimento de

Gal-Nac e mostrou que a flexibilidade dessa regido pode ser a caracteristica que melhor

contribuiu para permitir a ligacdo aos agucares presentes nos receptores (Figura 26).
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Figura 26. FlutuagBes quadraticas médias (RMSF) dos modelos ap6s 50 ns de dindmica molecular. Toxina CrylAa
(preto), CrylAb (vermelho), CrylAc (verde) e Cry2Aa (azul). L-2 indica os residuos que formam a alga 2 (loop 2). L-3

indica os residuos que formam a al¢a 3 (loop 3).



Outra analise de grande importancia que pode ser realizada com os dados da dindmica
molecular € a predicdo da superficie de acesso ao solvente das proteinas (Solvent accessible
surface — SAS). Esse dado mostra a média da alteracdo da superficie de contato disponivel ao
longo da simulacdo para cada residuo ou atomo da molécula. De acordo com o SAS
calculado para as APNs existem diversos pontos que aumentaram a superficie de contato ao
longo do tempo, 0 que indica que essas proteinas possuem uma grande area acessivel ao

solvente. As regifes de ligacdo as toxinas se comportaram de maneira semelhante entre todas
as proteinas (Figura 27).
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Figura 27. Superficie de acesso ao solvente (SAS) dos modelos apés 50 ns de dinamica molecular. APN1Ms

(preto), APNLTI (vermelho), APN3TI (verde) e APN4TI (azul). O quadro cinza indica a regido de ligacdo as
toxinas CrylA.

Para as toxinas Cry, o SAS calculado indicou que as regides correspondentes as alcas
2 e 3 aumentaram a area acessivel ao solvente, o que pode determinar uma superficie maior
para 0 contato com os receptores, porém, a toxina CrylAa apresentou a menor variagdo na

alca 3, enquanto Cry2Aa apresentou a menor variagdo na alca 2 (Figura 28).
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Figura 28. Superficie de acesso ao solvente (SAS) dos modelos apds 50 ns de dindmica molecular. Toxina CrylAa
(preto), CrylAb (vermelho), CrylAc (verde) e Cry2Aa (azul). L-2 indica os residuos que formam a al¢a 2 (loop 2).
L-3 indica os residuos que formam a alca 3 (loop 3).

Os RMSDs dos sistemas com as APNs ndo apresentaram uma variacao significativa, o
que pode significar que de uma forma geral as moléculas apresentaram um comportamento
semelhante ou n&o sofreram grandes mudangas conformacionais quando aquecidas a 310 K.
A Unica diferenga encontrada nos resultados desta analise foi a menor movimentacdo dos
atomos de APN4TI, que resultou em uma variagdo um pouco menor a 50 ns, se comparada as
outras toxinas. Isso pode estar relacionado a uma menor flexibilidade ou a ado¢do de uma
estrutura mais compactada, que dificulta a mudanca conformacional da molécula. De fato, 0
raio de giro calculado para essas proteinas mostrou que a APN1TI assumiu uma estrutura
menos compactada enquanto que as proteinas APN1Ms, APN3TI e APN4TI convergiram

para uma estrutura tridimensional com raio de giro muito menor.

O RMSF calculado para cada proteina mostrou que existem pontos bastante flexiveis
ao longo da cadeia polipeptidica. Nas APNSs, as regides preditas como sitios de ligacdo das

toxinas CrylA se mostraram muito flexiveis, 0 que permitiu aumentar a exposicao da regido
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ao solvente o que consequentemente pode fornecer uma area maior de contato e favorecer o

acoplamento das proteinas ligantes.

Para as toxinas Cry, foram observados em toda a extensdo da proteina pontos de
grande flexibilidade, inclusive nas alcas 2 e 3 do dominio Il. Entretanto, no caso da CrylAa a
alca 3 apresentou uma exposi¢cdo menor quando comparada com as outras toxinas CrylA.
Essa caracteristica pode causar uma alteracdo marcante na capacidade de ligacdo da proteina,
0 que pode gerar um quadro de toxicidade diferente entre toxinas Cry. De acordo com a LCsg
calculada para as toxinas CrylA nos bioensaios com a broca-gigante, observou-se que
CrylAa apresentou uma tendéncia de toxicidade menor. A toxina CrylAb apresentou uma
flexibilidade muito alta em ambas as alcas levando a uma grande exposic¢éo dessa regido ao
solvente, o que pode melhorar a interacdo entre a toxina e o receptor. A toxina CrylAc
apresentou flexibilidade menor na al¢a 2, porém mais alta na algca 3 e também na regido de
ligacdo a Gal-Nac, o que é sugerido por alguns autores como um sitio de interacdo que
aumenta a afinidade da toxina ao receptor e potencializa a toxicidade, apesar de ndo se
essencial para a atividade da proteina (ATSUMI et al., 2005; DE MAAGD et al., 1999;
PARDO-LOPEZ et al., 2006).

3.5 Docking molecular

As estruturas das proteinas obtidas apds 50 ns de dindmica molecular foram utilizadas
para os calculos de docking molecular. A APN1 de M. sexta ja foi descrita na literatura como
receptora das toxinas CrylAa, CrylAb e CrylAc e, dessa forma, serviu como referéncia para
o0 estudo in silico da ligacdo de toxinas Cry nas APNs de T. licus licus identificadas no
transcritoma do inseto. Os dados iniciais utilizados para a escolha das regides ligantes foram
obtidos ap0s extensa busca na literatura. De acordo com 0 mecanismo de agao mais aceito, as
toxinas da classe Cryl1A se ligam aos receptores do tipo APN por um sitio comum, localizado
principalmente na al¢ca 3 do dominio Il e também de maneira mais fraca a algca 2 do dominio
Il (ARENAS et al., 2010; GOMEZ et al., 2006; PACHECO et al., 2009). Além disso,
CrylAc também pode se ligar por meio da regido da folha B-16 do dominio IlI, que se
assemelha a uma lectina, uma proteina que se liga a carboidratos como N-acetilgalactosamina
(ATSUMI et al., 2005; DE MAAGD et al., 1999). Devido a impossibilidade de simular as
glicosilagbes do receptor, a participacdo desta regido no mecanismo de agdo ndo pdde ser

estudada no presente trabalho.
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O sitio de ligacdo das toxinas CrylA nas APNs receptoras foi identificado como
sendo uma regido presente no dominio I. De acordo com Nakanishi e colaboradores (2002), a
regido entre os residuos 1le135 — Pro198 apresenta varios aminoacidos conservados entre
diferentes espécies de insetos e assim 0s autores sugeriram 0 motivo RXXFPXXDEP como a
regidao mais provavel de ligacdo. Ao analisar a regido sugerida na estrutura tridimensional das
APNs, observou-se que a maioria dos residuos RXXFPXXDEP se encontram protegidos no
interior da molécula e que seria necessaria uma grande mudanca conformacional para
permitir o acesso das toxinas, o que ndo foi observado em nenhuma estrutura apos a
simulacdo e apds o docking molecular. Dessa maneira foram selecionados os modelos os
quais a ligacdo ocorreu nos residuos da regido ligante que estavam acessiveis ao solvente
(Figura 29).

A)

Figura 29. Representacdo esquematica da regido de ligacdo das toxinas CrylA na APN1 de M. sexta. A) Vista
lateral da APN1Ms (azul) indicando a regido de ligacdo (vermelho). B) Giro de 180° em relacdo a imagem
anterior. C) Vista superior da imagem.
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3.5.1 Docking das toxinas CrylA contra APN1 de Manduca sexta

O docking da toxina CrylAa com APN1Ms gerou um modelo o qual a ligacdo da
toxina com o receptor ocorreu apenas por meio da alca 2 do dominio Il (Figura 30). Foram
identificadas 18 pontes de hidrogénio entre os residuos e também 152 contatos ndo ligados

(interacdes hidrofobicas) que auxiliaram a estabilizar a interacdo entre as moléculas (Anexo

Figura 30. Representacdo esquematica da ligagdo da toxina CrylAa a APN1Ms. A) Visdo
geral da ligagdo. B) Mesma imagem anterior representada pela superficie das proteinas (azul:
APN1Ms; verde: CrylAa; vermelho: regido de ligagdo; preto: algca 2 e laranja: alca 3). C)
Aproximagdo da imagem para detalhar a interacdo entre as proteinas.

O melhor modelo obtido para a interacdo entre CrylAb e a APN1Ms mostrou que
tanto a alca 2 e a algca 3 se conectaram ao sitio de ligacdo do receptor. A interacdo entre as
moléculas ocorreu de tal forma que residuos do dominio 11l também se ligaram (Figura 31).
Essa ligacdo ja foi observada entre a toxina CrylAa e a APN1 de B. mori (ATSUMI et al.,

2005) e mais tarde entre CrylAb e APN1 de M. sexta, mas essa interacdo foi considerada
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mais importante para a ligacdo da toxina ao receptor do tipo fosfatase alcalina (ARENAS et
al., 2010). De qualquer maneira essa interacdo pode ocorrer com APN, mesmo que de
maneira mais fraca. Foram identificadas 33 pontes de hidrogénio e 312 interacOes
hidrofébicas entre as moléculas (Anexo I1).

Figura 31. Representacdo esquematica da ligacdo da toxina CrylAb a APN1Ms. A)
Visdo geral da ligagdo. B) Mesma imagem anterior representada pela superficie das
proteinas (azul: APN1Ms; verde: CrylAb; vermelho: regido de ligacédo; preto: alga 2 e
laranja: alga 3). C) Aproximagdo da imagem para detalhar a interacdo entre as
proteinas.

A anélise da interagdo entre a toxina CrylAc e a APN1Ms apresentou um padrdo de
ligagdo muito parecido com o observado com a toxina CrylAb. Porém, neste caso, ndo houve
conexdo da alca 2 do dominio Il com o receptor, mas apenas interacdes hidrofébicas dessa
regido com a proteina de M. sexta. A interacdo com o sitio de ligac&o do receptor ocorreu por
meio da alca 3 do dominio Il (Figura 32). Também foram observadas ligacGes em regibes
adjacentes as algcas 2 e 3 no dominio I, mas nenhuma delas com o sitio de ligacdo do

receptor. Foram preditas 15 pontes de hidrogénio e 236 contatos nédo ligados (Anexo I11).
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Figura 32. Representacdo esquemaética da ligacdo da toxina CrylAc a
APN1Ms. A) Visdo geral da ligagdo. B) Mesma imagem anterior representada
pela superficie das proteinas (azul: APN1Ms; verde: CrylAc; vermelho: regido
de ligacdo; preto: alca 2 e laranja: alca 3). C) Aproximacdo da imagem para
detalhar a interacéo entre as proteinas.

3.5.2 Docking das toxinas CrylA contra APN1 de Telchin licus licus

O docking das toxinas CrylA contra as proteinas da broca-gigante foi realizado, tendo

como referéncia o padrdo dos modelos observados para M. sexta.

O melhor modelo obtido para analisar a interacdo entre CrylAa e APN1TI gerou um
docking o qual a ligacdo ocorreu por meio da alga 2 do dominio Il (Apéndice I). Apenas um
residuo da alga 3 apresentou interacdo por meio de ponte de hidrogénio, mas o pareamento
ocorreu com o0 aminoacido E838 da APN. O restante dos residuos interagiu por meio de
interacdes hidrofébicas com o dominio IV da APN. No geral foram preditas 21 pontes de

hidrogénio e 230 interacdes hidrofobicas (Anexo V).
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Para a interacdo entre CrylAb e APNLILTI, foi observada que a ligacdo entre as
proteinas aconteceu por meio da alca 3 e regides adjacentes a alca 2 (Apéndice I11). Nenhum
aminodcido da alca 2 interagiu com a molécula por meio de pontes de hidrogénio, porém os
residuos N340, G342, 1343 e N344 interagiram por meio de ligagdes hidrofébicas com o sitio
de ligacdo do receptor. No total foram identificadas 22 pontes de hidrogénio e 174 interacOes
hidrofobicas (Anexo V).

Os modelos obtidos visando determinar o padrdo de ligacdo da toxina CrylAc e
APNI1TI mostraram que tanto a alga 2 como a 3 se conectaram ao receptor por meio de
pontes de hidrogénio, porém a orientacdo da interacdo entre as proteinas foi diferente quando
comparada com os modelos obtidos de M. sexta (Apéndice I11). No melhor modelo obtido,
apenas 0s aminoacidos G342 e G346 da al¢a 2 interagiram com o sitio de ligacdo do receptor.
Em ambos os casos os aminoacidos das algas 2 e 3 realizaram intera¢Ges hidrofébicas com a
regido de ligacdo. De uma forma geral foram preditas uma ponte salina, 17 pontes de

hidrogénio e 189 interacdes hidrofdbicas (Anexo VI).
3.5.3 Docking das toxinas CrylA contra APN3 de Telchin licus licus

A anélise do docking das toxinas contra a APN3TI mostrou que, no caso da CrylAa,
nenhum modelo obtido apresentou um resultado compativel com os dados da literatura. A
toxina se ligou principalmente no dominio Il da APN, enquanto nenhum modelo se

aproximou da regido do sitio de ligacéo.

O modelo obtido a partir do ensaio com a toxina CrylAb mostrou que houve ligacao
da alca 2 do dominio Il e de dois aminoacidos da alca 3 do mesmo dominio ao sitio de
ligacdo da APN3TI (Apéndice IV). O restante dos aminodcidos da al¢ca 3 se ligou por pontes
de hidrogénio aos residuos do dominio IV da APN. De uma maneira geral, foram
identificadas uma ponte salina, 18 pontes de hidrogénio e 214 interagdes hidrofobicas entre as

proteinas (Anexo VII).

O docking realizado com a toxina CrylAc mostrou que a ligacdo entre as proteinas
ocorreu por meio de 20 pontes de hidrogénio e 203 interacdes hidrofébicas (Anexo VIII).
Dentre as pontes de hidrogénio, as que se ligaram especificamente ao sitio de ligagdo da APN
pertencem a alca 2 do dominio Il e de regiGes adjacentes. Outros aminodcidos da alga 3
também formaram pontes de hidrogénio, porém com aminoacidos do dominio IV da APN
(Apéndice V).
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3.5.4 Docking das toxinas CrylA contra APN4 de Telchin licus licus

Os ensaios realizados com a toxina CrylAa mostraram que alguns residuos das alcas
2 e 3 formaram pontes de hidrogénio com aminoacidos do sitio de ligacao do receptor. Além
disso, amino&cidos de regides proximas as algas também participaram deste tipo de interagéo,
tanto com o sitio de ligagdo quanto com regides do dominio IV da APN (Figura 33). A maior
participacao dos residuos das alcas 2 e 3 foi na formacdo de interagcdes hidrofébicas com os

dominios I e 1V do receptor. No total foram preditas 25 pontes de hidrogénio e 279 interacdes

hidrofébicas entre as proteinas (Anexo 1X).

Figura 33. Representacdo esquematica da ligacdo da toxina CrylAa a APN4TI. A) Visdo
geral da ligacdo. B) Mesma imagem anterior representada pela superficie das proteinas (azul:
APN1Ms; verde: CrylAa; vermelho: regido de ligagdo; preto: alga 2 e laranja: alca 3). C)
Aproximagdo da imagem para detalhar a interacdo entre as proteinas.

De acordo com o melhor modelo obtido, a interacdo entre a toxina CrylAb e 0s
aminoacidos do sitio de ligagdo da APN4TI ocorreu por intermédio da alca 3 e dos
aminoacidos S247 e R249 (Figura 34). Os residuos de aminodcidos da algca 2 formaram
pontes de hidrogénio com aminoacidos do dominio IV da APN. Além disso, Vvérios
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aminoacidos de ambas as alcas se envolveram em interacdes hidrofébicas tanto com regides
proximas ao sitio de ligacdo da APN, quanto com regides do dominio IV. A analise das
interages identificou que 27 pontes de hidrogénio e 248 interagdes hidrofobicas foram
formadas entre as proteinas (Anexo X).

Figura 34. Representagdo esquematica da ligacao da toxina CrylAb a APN4TI. A) Visdo
geral da ligacdo. B) Mesma imagem anterior representada pela superficie das proteinas
(azul: APN1Ms; verde: CrylAb; vermelho: regido de ligacdo; preto: alca 2 e laranja: alga
3). C) Aproximagéo da imagem para detalhar a interagéo entre as proteinas.

O modelo de interacdo obtido para CrylAc contra a APN4TI mostrou que ambas as
alcas 2 e 3 interagiram com a regido de ligacdo do receptor como também com amino&cidos
do dominio IV (Figura 35). Foram observadas 43 pontes de hidrogénio e 417 interacOes
hidrofobicas (Anexo XI).

As tabelas 7 e 8 resumem os residuos de aminoacidos das toxinas e dos receptores que
participaram de interag0es por meio de pontes de hidrogénio.
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Figura 35. Representacdo esquematica da ligacdo da toxina CrylAc a APN4TI. A)
Viséo geral da ligacdo. B) Mesma imagem anterior representada pela superficie das
proteinas (azul: APN1Ms; verde: CrylAc; vermelho: regido de ligagdo; preto: al¢a 2
e laranja: alca 3). C) Aproximacdo da imagem para detalhar a interacdo entre as
proteinas.
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Tabela 7. Aminoacidos das APNs que interagiram por meio de pontes de hidrogénio com as toxinas Cry1A.

Aminoacidos ligantes

Combinacao

APNIMS

CrylAa
CrylAb
CrylAc

APNITI
CrylAa
CrylAb
CrylAc

APN3T1
CrylAa
CrylAb
CrylAc

APN4TI
CrylAa
CrylAb
Cryl Ac

Receptor

R139. D144, T146.K148. R149. W150. E184, D186. H228. N249, N757. D797
A37. 5840, T43. T44, R139. K148, R149, W150. D186. D661, AGG2. N664, R745. Y746, A749,. N757,. R779
V39, Y142, R145, K148, R149. W150, E184, D186, S188, N230, G728, A749. Y754

ER. D9. N44. F48. D74. E103, N132. 1.133. T135. R142. D799. ER00. R803. ES38
EB. D9. D74, T76. K130. N132. T135. N136. R142. D799. N831. N870
N44. Q45. 547, F48. T135. N136. W153. D799, A801. R803. N834

na
F26, D27, R121, R125, D130, W134, Q749. Y774, D778. F781,. E783, N784, F785
F26. T114. Y120. R121, D130, V132, W134, D778, E782. E783. N784. Y813, K820

NI1.E28. V55, I58. T81. D82, N91. R110. N114., Y121, K122, M775. Y776, D778. Y782, N809. Q815, Q851. V852
RI110.I111. N112. E113. N114. Y776. Y782. ES05. N809. F810. ES12. Q815. N816. Y817. N850. Q851
S27.E28. R110.1111. E113. ¥121. K122, Y124, D129. E130. Y133. H769. D772, Q773. M775. Y776

Legenda: Em vermelho, azul, verde e magenta estdo destacados os aminoécidos que formam a regido de ligagdo das

toxinas CrylA. Ndo se aplica (n/a - ndo houve ligagdo entre os aminoacidos).
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Tabela 8. Residuos de aminoacidos das toxinas CrylA que interagiram por meio de pontes de hidrogénio com as APNs de M. sexta e T. licus licus.

Aminoicidos ligantes
Combinacio Toxina
APNIMS
CrylAa R281.R311, G312, R367. R368, 1369 L371, N376
CrylAb R249, 8251, Y306, G307. R337, N340, N344 R403, . . : . 5452, Y454, V456, R469, Y471, S525, N560, N563, E564

CrylAc R249. 5261, R279, Y302, Y306, G307, N311,

ADPNITI

CrylAa R209 R217. R281. G285, R311, R368. 5373, N376, N377, E379, . Y445
CrylAb R185, R249, R279, M309, G310, N311, .

CrylAc R249 R279. Y281. N340. G342, N344 N345. G346.

APN3TI

CrylAa na

CrylAb F249 1305, N340, 1343, N344, N345. R405.
CrylAc R249. 5251, A252, G253, R279, F339. N340. 1343,

APNATI1

CrylAa R217, G285, R286. E288. N290, I291. G293, N340, Y366. R368. S373. G374, N377. E379, 5438, G439, A440.

CrylAb $247 R249, R279, N311, R337. P338. N340, I341. N344. G346. R405. : .

CrylAc B249_ 5251, G253, 1255, E256, D276, R279. Y283, G307, Y308, M309, P338. N340_1341. G341 1343 N344. G346, R405, . . . . : _I416. R417. A418

Legenda: Em negrito e laranja estdo indicados os aminoacidos que formam as al¢as 2 e 3, respectivamente. N&o se aplica (n/a — ndo houve ligacdo entre os aminoacidos).
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De acordo com a analise de docking molecular, utilizando o padréo de interacéo entre
as toxinas Cry da classe 1A e a APN1 de M. sexta, foi possivel buscar os melhores modelos
que apresentaram um comportamento parecido com as APNs da broca-gigante. Com os dados
gerados no presente trabalho foi possivel observar quais proteinas apresentaram um potencial
para se comportarem como receptores. Além disso, os ensaios de docking molecular serviram
principalmente para estudar o mecanismo de acao das toxinas, corroborando ou ndo os dados
da literatura e identificar pela primeira vez quais os residuos de aminoacidos que podem
participar da interacdo entre as proteinas.

A toxicidade das proteinas Cry é um fendmeno que sera o resultado da capacidade de
solubilizacdo dos cristais protéicos, da ativacdo das protoxinas no homogenato intestinal, da
presenca de receptores no epitélio intestinal de um inseto susceptivel, da forca da interacdo
entre a toxina e o receptor, da insercdo das toxinas na membrana celular para a formagéo dos
poros e da intensidade do efeito da lise osmotica. A correlacdo entre a forca de interacao
entre as proteinas e a toxicidade pode servir apenas como um indicio para estimar um
possivel efeito letal sobre os organismos.

A dose letal das toxinas CrylA foi calculada para M. sexta por diferentes grupos de
pesquisa. De uma maneira geral, a LCso da toxina CrylAa foi determinada em 16 ng/cm?
(com intervalo de confianca a 95% variando entre 8,0 — 25,3 ng/cm?) (NAIR e DEAN, 2008).
Para CrylAb, foi observada uma LCs, de 20 ng/cm? (com intervalo de confianca a 95%
variando entre 7,5 — 31,7 nglcm?) (NAIR e DEAN, 2008) ou de 10,3ng/cm? (com intervalo de
confianca a 95% variando entre 8,9 — 11,9 ng/cm?®) (PACHECO et al., 2009). A LCso
calculada para CrylAc girou em torno de 14,4 ng/cm? (com intervalo de confianca a 95%
variando entre 12 — 18,9 ng/cm?) (COOPER et al., 1998). Levando em consideracéo a
variacdo no intervalo de confianga foi observado que a toxina CrylAb apresentou a maior
toxicidade, enquanto que CrylAa e CrylAc apresentaram resultados muito parecidos entre si.
Ao comparar esses dados com o perfil das interacGes formadas entre as toxinas e o receptor
nos ensaios de docking molecular, houve uma relagéo direta entre toxicidade e quantidade de
pontes de hidrogénio.

Ao realizar a mesma analise com os modelos obtidos para a broca-gigante, foi
observado que a APN que apresentou um comportamento mais parecido com o ensaio de M.
sexta foi a APNA4TI. De acordo com a LCs calculada para T. licus licus, apesar de ndo haver
diferencas estatisticas entre a atividade das toxinas CrylA, ha uma tendéncia de CrylAc

exibir uma maior atividade, seguida de CrylAb e CrylAa. De acordo com o numero de
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pontes de hidrogénio formadas entre as toxinas e a APN4TI, é possivel identificar uma
relacdo direta com a toxicidade observada nos bioensaios.

Entretanto, vale ressaltar que esses dados ndo excluem a APN1TI e APN3TI de
também poderem apresentar capacidade de atuarem como receptores das toxinas. O modelo
de interacdo entre CrylAb e APNLTI, sugere um perfil muito parecido com o que ocorreu
para M. sexta. O mesmo pbde ser observado para a interacéo entre CrylAb e CrylAc contra
APN3TI.

Como no presente trabalho ndo foi analisado o perfil de expressdo de cada uma das
APNSs em larvas neonatas da broca-gigante, pode ser que haja um efeito compensatério entre
0s receptores. Esse fenbmeno j& foi observado ao analisar o perfil de expressdo de duas
aminopeptidases de Trichoplusia ni, APN1 e APNG, para avaliar o desenvolvimento de
organismos resistentes a toxina CrylAc (TIEWSIRI e WANG, 2011). Dessa forma, somente
apos o estudo do nivel de expressdo de cada gene associado a ensaios de ligacdo in vitro e da
identificacdo de outros receptores aléem das APNs é que se saberd a real participacdo de cada
elemento no mecanismo de agéo.

Neste estudo ndo foi possivel realizar o docking molecular com a toxina Cry2Aa. 1sso
se deveu ao fato de que ndo existem informacBes sobre quais sd0 0S receptores que
participam do mecanismo de acdo assim como ndo ha trabalhos que tenham explorado os
sitios de ligagdo da toxina. Segundo Hernandez-Rodriguez e colaboradores (2008), ensaios de
competicdo heteréloga entre toxinas Cry2A e CrylA mostraram que a ligacdo de uma classe
de proteinas ndo impede a ligacdo da outra, 0 que sugere que as toxinas interajam com
receptores distintos ou em sitios diferentes no mesmo receptor. Além disso, a determinacao
da estrutura da toxina Cry2Aa mostrou que essa proteina apresenta diferencas marcantes nas
alcas 2 e 3 do dominio Il, quando comparada as toxinas CrylA o que levou os autores a
sugerirem um sitio de interagdo incomum, presente no dominio Il da toxina (MORSE;
YAMAMOTO; STROUD, 2001). Essa caracteristica péde ser observada nos resultados da
analise de SAS, que mostraram que a alca 2 apresentou baixa acessibilidade ao solvente.
Dessa forma, os estudos com essa toxina se concentraram somente em analisar a variacdo de
sua estrutura em experimentos de dinamica molecular e comparar com o padrdo observado

para as outras proteinas.
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4. Conclusobes

No presente trabalho, foi estudada a atividade entomotoxica de quatro toxinas Cry
contra larvas neonatas da broca-gigante. Para que os ensaios fossem realizados foi necessario
o0 desenvolvimento de um protocolo de criacdo de lagartas, ja que ndo existe nenhum grupo
de pesquisa que tenha conseguido estabelecer o ciclo de vida deste inseto em laboratorio. O
procedimento desenvolvido neste trabalho encontra-se protegido para cumprir as exigéncias
do processo de patenteamento.

A andlise da atividade das toxinas mostrou que as proteinas da classe CrylA foram as
gue mostraram maior taxa de mortalidade, enquanto que a toxina Cry2Aa apresentou uma
LCso muito mais alta. Entretanto, todas as toxinas resultaram em altas taxas de mortalidade, o
que pode auxiliar em trabalhos futuros de evolucdo molecular in vitro por meio de
combinacdo da sequéncia génica das proteinas ou, até mesmo, a introdu¢cdo de um ou mais
genes que codificam a sintese de toxinas Cry no genoma de plantas de cana-de-agUcar,
visando dificultar o desenvolvimento de insetos resistentes as toxinas.

De acordo com o estudo de dindmica molecular das toxinas Cry e também das APNs
de T. licus licus, observou-se que a APN4TI apresentou as caracteristicas mais semelhantes
ao receptor APN1 de M. sexta. Apds ensaios de docking molecular foi obsevado que houve
correlacdo entre a atividade das toxinas nos bioensaios com as larvas e o nimero de ligacfes

(pontes de hidrogénio) entre as toxinas e 0s receptores.
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Capitulo 111 — Silenciamento de genes de Telchin licus licus
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1. Introducéo
1.1 RNA interferente e silenciamento génico

O silenciamento génico foi primeiramente observado por grupos que realizavam
estudos de sintese de antocianinas em plantas (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).
Em uma tentativa de alterar a coloracdo de flores de petunias, pesquisadores introduziram
copias adicionais de um gene que codifica a chalcona sintase, uma enzima crucial que
participa do processo de pigmentacdo das flores, que sdo normalmente rosas ou violetas.
Esperava-se que a superexpressao desse gene originasse plantas com flores mais escuras, mas
ao invés disso, apareceram plantas menos pigmentadas ou totalmente brancas, indicando que
a atividade da enzima chalcona sintase foi substancialmente reduzida (NAPOLI; LEMIEUX;
JORGENSEN, 1990). Alguns anos mais tarde o mesmo grupo confirmou os resultados e
denominou o fendbmeno observado de silenciamento génico pos-transcricional, ou PTGS
(Post-Transcriptional Gene Silencing) (JORGENSEN et al., 1996) e foi associado a um
mecanismo de defesa natural contra virus e elementos de transposicdo (VOINNET, 2001;
WATERHOUSE; WANG; LOUGH, 2001).

Foi somente em 1998, quando pesquisadores trabalhavam com Caenorhabditis
elegans que o termo interferéncia mediada por RNA ou RNAI surgiu. Fire e colaboradores
(1998) observavam o efeito da injecdo de determinadas moléculas sobre a expressao de um
gene especifico que codifica a sintese de uma proteina do musculo do nematdide. Em um
primeiro momento foram injetadas moléculas de mMRNA e de RNA antisenso, separadamente,
mas nenhum efeito, ou um efeito muito baixo foi observado. Ao injetar uma molécula de
RNA fita dupla (dsSRNA), os efeitos de silenciamento foram muito altos e com isso o0s
pesquisadores concluiram que a molécula sinalizadora do RNAI era o dsRNA (FIRE et al.,
1998). Ao introduzirem uma das moléculas de mMRNA ou RNA antisenso e logo em seguida a
outra, os efeitos do silenciamento também foram observados, sugerindo que o anelamento das
duas moléculas antes da injecdo ndo era necessario. Hoje se sabe que esse mecanismo é
encontrado em diversos organismos como plantas e metazoarios e é parte integral do

processo de regulacdo da expresséo génica (LILLEY et al., 2007).

O mecanismo béasico de RNAI pode ser dividido em trés passos: 1) Um dsRNA longo
que é produzido ou introduzido na celula é reconhecido por uma RNase Ill, conhecida como
DICER, que cliva a molécula em um processo dependente de ATP, em séries de “duplexes”

de aproximadamente 21-23 pb. Esses “duplexes” sdo denominados siRNAs (Small
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Interfering RNA). Il) Os siRNAs sdo acoplados a um complexo protéico chamado RISC
(RNA-induced silencing complex) que, em um processo dependente de ATP, separa as fitas e
uma delas, denominada fita guia, é preferencialmente acoplada ao complexo RISC. I11) A fita
guia é utilizada para reconhecer os mMRNAs alvos pelo pareamento de bases complementares.
Ap0s o pareamento ha a degradacdo do mRNA pela enzima Argonauta, uma RNase H que
faz parte do complexo RISC (SIOMI e SIOMI, 2009). Se o pareamento entre o SiIRNA e 0
mRNA alvo néo for total, 0o mMRNA néo é clivado. Em vez disso, o silenciamento do gene é
um resultado da inibi¢éo da traducdo por impedimento fisico dos ribossomos (GHILDIYAL e
ZAMORE, 2009; HAMMOND, 2005).

Em alguns organismos o RNAIi pode gerar uma resposta sistémica, isso porque
existem proteinas de membrana SID-1 e SID-2 que permitem a transferéncia dos siRNAs
para células de tecidos diferentes. Essas proteinas foram bem caracterizadas em C. elegans e
em plantas (AGRAWAL et al., 2003), enquanto que apenas homologos de sid-1 foram
encontrados, mas ndo tiveram sua funcdo confirmada, em Tribolium castaneum, Bombyx
mori e Apis mellifera (GORDON e WATERHOUSE, 2007), mas nao foram encontrados em
Drosophila (BELLES, 2010). Ja foi mostrado também que o efeito do silenciamento pode ser
duradouro devido a amplificacdo do sinal via uma RNA polimerase dependente de RNA
(RARP — RNA-dependent RNA Polymerase), porém esse gene foi encontrado apenas em C.
elegans, plantas e carrapatos (GORDON e WATERHOUSE, 2007).

Em diferentes organismos, as vias de RNAIi podem compreender proteinas e
mecanismos de regulacdo génica distintos. As varias classes de pequenos RNAs regulatorios
diferem nos tipos de proteinas requeridas para a sua biossintese, no tipo de Argonauta e sua
associacdo com o complexo RISC, no modo de regulacdo dos genes e nas funcdes biologicas
que eles participam. Por exemplo, siRNAs sdo originados de dsSRNA que, por sua vez, podem
ser formados pela transcricdo de sequéncias invertidas, pela hibridizacdo de sequéncias
repetitivas, sequéncias virais ou de transposicdo, além de transcricdo de regiGes com
repeticdes in tanden. Os miRNAs podem ser transcritos pela RNA polimerase Il ou Ill, a
partir de genes independentes ou de regides de introns. Geralmente estdo envolvidos no
desenvolvimento e com a regulacdo do metabolismo da propria célula, preservando a sua
funcdo e integridade (ROTHER e MEISTER, 2011). A figura 36 resume algumas vias e 0s

tipos de pequenos RNAs envolvidos no silenciamento génico.
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Figura 36. Resumo das vias de silenciamento génico por siRNA e miRNA. Os miRNAs sdo derivados da
transcricdo pela RNA polimerase Il ou Il no nlcleo. Apés clivagem em moléculas de 70 pb pelo complexo
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O RNAI tornou-se uma ferramenta muito importante, pois com ela é possivel obter a
alteracdo de fendtipos, ja que a clivagem do mRNA reduz a sua quantidade disponivel para
traducio e, assim, pode mimetizar a perda de funcdo por mutacdo. Areas como biologia do
desenvolvimento, biologia celular, biologia evolutiva e gendmica funcional tém sido
drasticamente impactadas pela capacidade de se analisar rapidamente a funcdo do gene. Alem
da vantagem de usar o RNAi como uma ferramenta para a analise funcional dos genes,
diferentes aplicagdes biotecnoldgicas tém sido desenvolvidas, incluindo a terapia médica para
a infecgdo viral ou doengas genéticas (SHANKAR; MANJUNATH; LIEBERMAN, 2005),

assim como manejo de pragas, dentre outras.
1.1.1 Uso do silenciamento génico para o controle de insetos-praga

Os insetos-modelo, organismos 0s quais sdo utilizados para realizar experimentos de
prova de conceito, sdo considerados ferramentas eficientes para o estudo de gendmica
funcional (BELLES, 2010; NOH; BEEMAN; ARAKANE, 2012). Caracteristicas tais como
pequeno tamanho corporal, curto tempo de geracdo e quantidade da progénie sdo de grande
importancia para o estudo da biologia desses organismos. Os insetos representam um grupo
extremamente diversificado em relacdo a morfologia e as caracteristicas dos seus ciclos de
vida, 0 que os tornam modelos ideais para estudos comparativos nas areas de fisiologia,
biologia evolutiva, biologia do desenvolvimento e biologia populacional. Além disso, o
conhecimento da biologia do inseto é crucial para se resolver os problemas causados, por

exemplo, por vetores de doencas e pragas agricolas.

Desde a descoberta do mecanismo de RNAI, cientistas vém testando uma grande
diversidade de formas de administracdo de dsSRNA para 0s organismos, como microinjecéo,
imersdo (soaking), administracdo oral e expressdo em plantas transgénicas (BAUM et al.,
2007; CHEN et al., 2008; EATON; FETTER; DAVIS, 2002; MAO et al., 2007; TIAN et
al., 2009). Geralmente, em estudos de andlise funcional em insetos modelo os dsRNAs sdo
introduzidos por microinjecdo na hemolinfa, pois permite distribuir diretamente os dsRNAs
em varios tecidos e obter uma resposta mais rapida. Apés o silenciamento realizado com
sucesso em C. elegans, através de administracdo oral (TIMMONS; COURT; FIRE, 2001;
TIMMONS e FIRE, 1998), abordagens semelhantes foram aplicadas em insetos, resultando
em alguns estudos que mostraram que a ingestdo de dsRNA pode reprimir os genes-alvo
nesses animais (CHEN et al., 2010; LI; ZHANG; ZHANG, 2011; WALSHE et al., 2009;
ZHOU et al., 2008).
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Trabalhos recentes tém demonstrado que plantas transgénicas que produzem shRNAs
(short harpin RNA) podem proteger tais plantas contra o ataque de insetos-pragas (BAUM et
al., 2007; MAO et al.,, 2007; ZHA et al.,, 2011). Em um desses trabalhos, Baum e
colaboradores (2007) identificaram 290 genes de uma biblioteca de cDNA da lagarta da raiz
do milho, Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), que poderiam ter funcdes
bioldgicas essenciais. Foram sintetizados dsRNAs para cada um desses genes e 0
silenciamento de 14 deles produziu algum efeito sobre o desenvolvimento como nanismo ou
causaram mortalidade significativa quando o dsRNA foi administrado por via oral em dieta
artificial. Os autores selecionaram o gene que codifica a subunidade A da enzima V-ATPase,
gue mostrou rapido silenciamento do gene em uma baixa concentracdo de dsSRNA e gerou um
milho transgénico expressando dsRNA. As plantas transgénicas mostraram uma significativa
protecdo contra danos causados pela infestacdo de D. virgifera.

A aplicacdo de RNAI in planta tem um grande potencial como uma abordagem para o
manejo de insetos (BURAND e HUNTER, 2013). Além disso, a especificidade do RNAI para
fins inseticidas € uma consideracdo importante para o uso desta tecnologia em aplicacGes
praticas, ja que os efeitos sobre insetos ndo alvo podem ser minimizados. Dentre outras
vantagens, esta técnica permite o uso de apenas fragmentos de sequéncias, tendo em vista que
a traducdo de uma proteina ndo é necessaria, 0 que minimiza as preocupacdes com
biosseguranca e alergenicidade, e pode representar uma forma de controle mais eficaz do que
as atuais (PRICE e GATEHOUSE, 2008).

1.2 Potenciais alvos para o silenciamento
1.2.1 Sistema digestorio de insetos

Os insetos sdo adaptados a praticamente todos 0s ambientes e se alimentam de uma
grande variedade de fontes de nutrientes como graos, caules de plantas, seiva, celulose, carne
e sangue. O sucesso adaptativo dos insetos deve-se, entre outros fatores, a diversidade de
estruturas das pecas bucais e também da especializacdo do trato digestorio
(WIGGLESWORTH, 1950). O trato digestorio dos insetos é constituido por um tubo de
células epiteliais que se estende da boca ao anus (TERRA e FERREIRA, 1994;
WIGGLESWORTH, 1950). De acordo com a sua origem embrionéria e funcéo fisiologica,
este € dividido em trés regides principais, estomodeu (intestino anterior), meséntero (intestino

médio) e proctoneu (intestino posterior) (GALLO et al., 2002). A regido onde h4 a digestdo e
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absorcdo dos nutrientes é o intestino médio (TERRA e FERREIRA, 1994;
WIGGLESWORTH, 1950).

Uma vez que estd envolvido em diversas fungbes no organismo, como digestéao,
protecdo mecénica e defesa imunoldgica, o intestino dos insetos tem sido alvo de muito
estudo (PAUCHET et al., 2010). O conhecimento da composi¢do génica pode facilitar o
entendimento da participacdo de receptores na resisténcia de alguns insetos a inseticidas
(PIGOTT e ELLAR, 2007), vias de detoxificacdo (KARATOLOS et al., 2011;
MITTAPALLI et al., 2010), interagdes com microorganismos (BOISSIERE et al., 2012),
genes que codificam enzimas de degradacdo de parede celular de plantas e fungos
(PAUCHET et al., 2009) alem de quais as alteracdes podem ser causadas quando ha o
distdrbio da constituicdo basica da fisiologia e morfologia do intestino (BROEHAN et al.,
2010). De fato, o intestino é uma via de comunicacao direta entre o organismo do inseto e o
ambiente em que se encontra e é tdo sensivel que quaisquer alteracbes na composicdo do
homogenato intestinal podem afetar a atividade de diversas enzimas digestivas
(VINOKUROQV et al., 2006). Varios trabalhos sugerem o sistema digestorio como um alvo
possivel a ser utilizado em programas de manejo de pragas (CHRISTOU et al., 2006;
HAKIM; BALDWIN; SMAGGHE, 2010; RODRIGUEZ-CABRERA et al., 2010;
WHYARD; SINGH; WONG, 2009; ZHU et al., 2011), ja que as alteracGes na atividade e
composicao enzimatica do homogenato e o0 uso de inibidores podem modificar o metabolismo
do inseto, levando-o a reduzir a alimentacdo e causando problemas de desenvolvimento.
Além disso, como mencionado no capitulo Il do presente estudo, as toxinas Cry apresentam
capacidade de interagir com receptores presentes na membrana de células do epitélio
intestinal (PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013), o que reforca a estratégia de

utilizar o intestino como alvo para o controle de insetos-praga.
1.2.2 Membrana Peritroéfica

O trato digestorio dos insetos esta exposto a uma variedade de agentes nocivos de
natureza quimica, fisica e bioldgica necessitando de mecanismos para a sua prote¢do. Em
vertebrados o muco é uma secrecdo que recobre e protege o epitélio intestinal, enquanto
auxilia o processo de digestdo. Nos insetos, entretanto, ndo se observa uma camada mucosa
propriamente dita recobrindo o epitélio intestinal. Em seu lugar, o intestino médio é protegido
por uma estrutura acelular e semipermeavel denominada membrana peritréfica ou matriz
peritrofica (LEHANE, 1997; PETERS, 1992; TERRA, 2001). A membrana peritrofica é

uma estrutura mucosa (WANG e GRANADOS, 1997), que difere do muco dos vertebrados
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pela incorporagdo de quitina, resultando em uma estrutura protéica reforcada por fibrilas de
quitina (PETERS, 1992; TELLAM; WIJFFELS; WILLADSEN, 1999). E constituida
principalmente por glicoproteinas e proteoglicanos (20-55%) e por quitina (3-40%)
(KRAMER; HOPKINS; SCHAEFER, 1995; LEHANE, 1997) em uma organizagdo que
fornece semi-permeabilidade e elasticidade a estrutura (LEHANE, 1997). A quitina é um
importante componente estrutural da membrana peritrofica, além de fornecer rigidez, serve
também como sitio de ancoragem para proteinas como as peritrofinas (WANG e
GRANADOQS, 1997).

As peritrofinas interagem entre si por meio de ligacdo a oligossacarideos contendo N-
acetil-D-glucosamina, e desta maneira uma malha tridimensional de interacdo de
glicoproteinas pode ser formada e contribuir para as caracteristicas estruturais como forca,
elasticidade e porosidade que sdo observadas nas membranas peritréficas (TELLAM,;
WIJFFELS; WILLADSEN, 1999).

As principais funcg@es atribuidas a esta membrana sdo a de protecdo mecanica contra
injuria as células do intestino (WIGGLESWORTH, 1950), uma barreira fisica contra
microorganismos (PETERS, 1992), uma barreira seletiva para enzimas digestivas e produtos
de digestdo (DAY e WATERHOUSE, 1953) e atua no mecanismo de reciclagem de enzimas
digestivas, fenémeno conhecido como circulacdo endo-ectoperitréfica (BOLOGNESI et al.,
2005; TERRA, 1988; TERRA e FERREIRA, 1994).

Variacbes na taxa de formacdo da membrana peritréfica sdo observadas com
frequéncia em insetos, dependendo da condicéo fisioldgica em que ele se encontra (LOCKE,
1991). Existem casos em que o0s insetos cessam completamente a produgcédo de membrana
peritrofica durante periodos de fome e muda. A membrana peritrofica antiga € entdo expelida
ou reabsorvida e se regenera quando o inseto volta a se alimentar (MERZENDORFER e
ZIMOCH, 2003).

Dessa maneira, 0 crescimento e o desenvolvimento estdo estritamente dependentes da
capacidade de remodelagem de estruturas quitinosas. Logo, o0s insetos sintetizam e degradam
constantemente quitina, de maneira muito controlada, principalmente pela a¢do de quitinases

e quitina sintase, para permitir a ecdise e a regeneracdo da membrana peritrofica.

Diversos estudos demonstram que a interrup¢do da formacéo da membrana peritréfica
por agentes capazes de se ligar na quitina presente nessa estrutura, competir pelos sitios de

ligacdo com as peritrofinas ou, ainda, degradar a quitina podem alterar suas propriedades
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funcionais como a protecdo quimica e mecanica do epitélio intestinal. Danos a membrana
peritrofica acarretam em aumento da suscetibilidade e mortalidade dos insetos por agentes
infecciosos como virus e bactérias, além de interferir na assimilacdo de nutrientes
(BOLOGNESI et al., 2005; GATEHOUSE et al., 1998; WANG e GRANADOQOS, 1997).

Assim a quitina é considerada um dos componentes mais importantes desta estrutura.
1.2.3 Quitina sintase

A quitina sintase € uma enzima de grande importancia na via de sintese de quitina. A
analise de sua estrutura secundaria sugere que possa conter varios dominios hidrofébicos,
indicando que pode se tratar de uma proteina transmembrana (TELLAM et al., 2000). Em
estudos de silenciamento génico com Tribolium castaneum, pesquisadores observaram que a
interrupcao da atividade da enzima quitina sintase Il, responsavel pela sintese de quitina da
membrana peritrofica, levou a uma reducdo acentuada na alimentacdo dos insetos que
diminuiram de tamanho (ARAKANE et al., 2004). Diversos outros estudos mostraram o
potencial uso da estratégia de silenciamento génico utilizando a quitina sintase 1l como alvo
para o desenvolvimento de novos métodos de controle de insetos-praga (ALVES et al., 2010;
ARAKANE et al., 2008).

Além de exercer participacdo fundamental durante o processo de digestdo e de
protecdo mecanica contra microorganismos, o intestino dos insetos também contribui em
processos metabolicos de manutencdo do equilibrio osmoético do organismo. Esse equilibrio é
obtido atraves do funcionamento de diversas proteinas de membrana, que atuam como canais
ibnicos, facilitando ou restringindo a passagens de substancias para o interior das células
(WIECZOREK et al., 2009).

1.2.4 V-ATPase

As vias de secrecdo sdo umas das caracteristicas principais das células eucarioticas. A
via envolve a célula em uma rede elaborada de membranas, operando no espaco entre o
nucleo e a membrana plasmética. Ela inclui todas as organelas celulares e membranas,
excluindo apenas as organelas que surgiram como resultado de endosimbiose (mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos). As organelas e membranas da via de secrec¢do, assim como a
membrana plasmatica, sdo conectadas umas as outras por um fluxo continuo que resulta em
troca de materiais e triagem de proteinas e lipidios da membrana. Entretanto, a composi¢do
das membranas de todas as organelas da via de secrecdo é Unica e 0s conteudos internos

especificos sdo sempre mantidos da mesma forma. A montagem e manutencéo desta entidade
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dindmica requer energia em niveis maximos. Apesar de a maior parte dessa energia ser
provida por um processo metabdlico mitocondrial, um grande percentual da energia utilizada
para construir e manter a composi¢do Unica tanto do meio intracelular, quanto do
extracelular, é provido por bombas de fons. Boa parte dessa energia é provida por uma H'-
ATPase vacuolar (V-ATPase) a partir de uma forca proton-motiva (NELSON et al., 2000).

A enzima V-ATPase é uma bomba de prétons altamente conservada evolutivamente
entre diversos eucariotos, mas que pode exercer fun¢des completamente diferentes em cada
um. Essas enzimas acidificam uma gama variada de organelas intracelulares como
endossomos , lisossomos e vesiculas secretorias. Em leveduras, por exemplo, o gradiente de
prétons gerado por essas bombas é utilizado para a assimilagdo de célcio para dentro do
vacuolo por meio de um sistema antiporte com a bomba de H*/Ca** (OHYA et al., 1991).
Mutacdes que anularam a sintese de V-ATPase em leveduras resultaram em fenotipos que
foram incapazes de se multiplicar em meios com pH elevado e tornaram-se muito sensiveis a
altas concentracdes de ions metalicos (NELSON et al., 2000). Em transmissdes sinapticas de
células neuronais humanas, a V-ATPase acidifica vesiculas sinapticas (WIENISCH e
KLINGAUF, 2006). Em mamiferos, essas proteinas podem, ainda, ser encontradas na
membrana plasmatica de células dos rins, osteoclastos, macrofagos, neutréfilos e até mesmo
em alguns tipos de tumor (IZUMI et al., 2003).

Em insetos, especialmente M. sexta, as V-ATPases sdo encontradas na membrana
apical de células caliciformes. O modelo hipotético da V-ATPase de M. sexta é composto por
oito subunidades diferentes no complexo citosélico V; enquanto quatro subunidades
diferentes formam o complexo de membrana V, (WIECZOREK et al., 2003) (Figura 37). O
epitélio intestinal deste organismo acabou por tornar-se o tecido modelo para estudos de
aspectos gerais de V-ATPases, ndo apenas por ser uma fonte rica para purificacdo da enzima,
mas também porque a V-ATPase apresenta participacdo central em processos fisioldgicos no
intestino (WIECZOREK et al., 2000), direcionando o transporte de ions e fazendo o
balanceamento i6nico. Dependendo da presenca de transportadores de ions apicais ou
basolaterais, que dependem tanto do gradiente quimico quanto elétrico gerado pela V-
ATPase, pode-se esperar uma diversidade de processos diferentes, como regulagéo do pH
intracelular, alcalinizagdo do meio extracelular e secregdo de K™ (WIECZOREK et al., 2003).

Por apresentar uma participacdo tdo importante na fisiologia de eucariotos,
especialmente em insetos, a V-ATPase pode vir a ser um alvo de grande interesse para o
controle de pragas. O uso de inibidores da enzima talvez ndo seja a estratégia ideal, ja que a

proteina é conservada entre vérias espécies, incluindo seres humanos. Entretanto, a utilizacéo
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de RNAI pode ser uma estratégia a ser utilizada ja que uma das caracteristicas principais do
seu mecanismo de acdo € a especificidade com que os siRNAs sdo acoplados aos mMRNAS.
De fato, essa estratégia foi utilizada para determinar os efeitos do silenciamento de uma V-
ATPase de Diabrotica virgifera em plantas transgénicas de milho. Ao silenciar o gene da
subunidade A, observou-se que as plantas apresentaram uma capacidade muito maior de
resistir o ataque dos insetos (BAUM et al., 2007).

Figura 37. A estrutura do complexo da V-ATPase de M. sexta
indicando as subunidades citoplasmaticas (V1) e de membrana (V).
Adaptado de (WIECZOREK et al., 2003).

O presente trabalho teve como objetivo o estabelecimento de protocolos de bioensaios
de silenciamento de genes de T. licus licus utilizando a ferramenta de RNAi como
metodologia e o desenvolvimento de uma técnica biotecnoldgica alternativa para o controle
do inseto-praga . Para analisar a expressédo relativa dos genes escolhidos para os bioensaios
por gRT-PCR tornou-se necessaria a validacdo de genes de referéncia, obtidos a partir do
transcritoma da broca-gigante da cana-de-agUcar, utilizando-se programas computacionais
que determinam a estabilidade da expresséo de cana gene e indicam a melhor combinacéo de

genes a ser utilizada nos experimentos.
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2. Material e Métodos
2.1 Insetos

Os ovos e as larvas de ultimo instar foram coletados diretamente de campos de cana-
de-acucar infestados. As lagartas foram mantidas em placas entomoldgicas a 28 £ 2 °C, 70
10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 : 12 (C : E) e alimentadas com pedacos de
colmo de cana. Os ovos foram mantidos sob as mesmas condicdes até a eclosdo das larvas,

que foram,entdo, mantidas isoladas em placas.
2.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extragdo do RNA total, os insetos imersos em nitrogénio liquido foram
pulverizados em almofariz com auxilio de pistilo. O RNA total de ovos e larvas foi extraido
diretamente utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen Life Technologies), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Para a extracdo do RNA total de pupas e de adultos foram utilizadas
as mesmas adaptagdes no protocolo citado no capitulo I, secdo 2.1. Todo o0 RNA extraido foi
tratado com 2 U de DNase | (Ambion, Life Technologies) por 30 minutos a 37 °C, de acordo
com o protocolo do fabricante. Apds o tratamento, a qualidade da extracdo e a integridade do
RNA foram conferidas por eletroforese em gel de agarose 1%. O RNA teve a sua
concentragcdo determinada em um fluordmetro Qubit, utilizando o Kit Quant-iT RNA assay
(Invitrogen Life Technologies).

Apbs o tratamento com DNasel, 1 ug de RNA total foi utilizado para sintese de
cDNA utilizando a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen Life Technologies) e
Oligo-d T30, seguindo as instrucdes do fabricante.

2.3 Analise de estabilidade de genes de referéncia

Para a validacdo de genes de referéncia foram utilizadas diferentes fases do ciclo de
vida do inseto, incluindo ovos, larvas neonatas, larvas de Gltimo instar, pupas, machos adultos
e fémeas adultas. Sete genes foram escolhidos, a partir do transcritoma obtido para a broca-
gigante da cana-de-agUcar, para analise da estabilidade de expresséo, que codificam a sintese
de B-actina (B-ACT), a-tubulina (a-TUB), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
fator de elongacdo 1-alfa (EF-1a), ubiquitina (UBQ), fosforibosil-pirofosfato-sintetase
(PRPP) e a subunidade ribossomal 18S (RPS18). Os iniciadores (primers) (tabela 9) para
cada gene foram desenhados utilizando a ferramenta Primer3Plus
(http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) (UNTERGASSER et al., 2012) a partir
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das sequéncias de nucleotideos retiradas do banco de dados do transcritoma da broca-gigante
da cana-de-acucar para gerar um fragmento amplificado (amplicon) que variou entre 113 a
118 pb, com o intuito de evitar tamanhos muito diferentes a serem utilizados na gRT-PCR.
Para todos os iniciadores a temperatura de desnaturacdo de metade das moléculas foi de 60
°C. Seguem na tabela 9 as sequéncias dos pares de iniciadores para cada gene. Em cada
nome, Fw (do inglés foward) designa o iniciador senso e Rv (do inglés reverse) designa o
iniciador antisenso. Primeiramente foi realizada uma PCR convencional com os cDNAs de

todos os estagios do ciclo de vida para testar os iniciadores e a temperatura de anelamento.

Para realizacdo da gRT-PCR foi utilizado o termociclador 7500 Fast (Applied
Biosystems, EUA) utilizando iniciadores especificos para cada gene (Tabela 9). Cada reacdo
foi feita em um volume final de 10 pL, sendo 2,5 uLL de SYBR Green Rox Plus PCR Mix
(LGC Biotecnologia), 2 pL de cDNA diluido 40 vezes; 5,1 uL de agua bidestilada e 0,2 uM
de cada iniciador (senso e antisenso). A reacdo ocorreu a 95 °C por 10 minutos, seguidos por
40 ciclos de incubacgdes a 95 °C por 15 segundos e a 60 °C por 1 minuto. Ao final dos 40
ciclos uma curva de dissociacdo para cada fragmento amplificado (60-94 °C, a cada 0,5 °C
por 1 segundo) foi feita para verificar a possivel formacdo de dimeros dos iniciadores ou
contaminagdo da amostra. As reacdes de gRT-PCR foram feitas em triplicata e controles
negativos contendo agua ao invés de cDNA foram incluidos para verificar contaminacdes nas
amostras. O numero de ciclos foi referido como valor de Cq (quantification cycle), em
substituicdo aos nomes para os antigos Ct (threshold cycle) ou Cp (crossing point), de acordo
com as normas RDML (LEFEVER et al., 2009). A eficiéncia de cada iniciador para cada
reacdo e as Cgs foram calculadas individualmente a partir do software qPCR miner
(www.miner.ewindup.info) (ZHAO e FERNALD, 2005). A andlise da estabilidade do nivel
de transcricdo de cada gene em cada fase do ciclo de vida do inseto foi feita utilizando as
ferramentas geNorm™"® (Biogazelle Company)(VANDESOMPELE et al., 2002), Normfinder
(http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.ntm) (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT,
2004) e Bestkeeper (http://bioinformatics.gene-quantification.info/bestkeeper.html) (PFAFFL

et al., 2004). Bestkeeper usa dados brutos (valores de Cq) e eficiéncia dos iniciadores na PCR
para determinar 0s genes mais estaveis e os combina em um indice. Os valores de quantidade
de expressao transformados em uma escala linear (a quantidade relativa maior para cada gene

foi padronizada para 1) foram usados como dados de entrada para o geNorm e NormFinder.
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Tabela 9. Iniciadores utilizados neste trabalho para validagdo de genes de referéncia.

Gene Iniciador Amplicom (pb) Fungdo
B-Actina (B-act) FW 5° ATGGTCGGTATGGGTCAGAA 3’ 116 Proteinas estrutural do citoesqueleto
RV 5 ATGTCGTCCCAGTTGGTGAT 3’
Fosforribosil-pirofosfato sintetase (PRPP) FW 5 ACAGCTATCATGGTGGACGA 3’ 115 Proteina que participa do metabolismo celular
RV 5 CACACCGTGGGTTGATATTG 3’
Fator de elongagdo 1-a (EF-1a) FW 5 AACATTGTCGTCATCGGACA 3 114 Alongamento da traducdo

RV 5°GGCCTCCTTCTCGAACTTCT 3

Ubiquitina (UBQ) FW 5'CAATGCAAGTTGTTCGATTCA 3’ 113 Marca proteinas para serem degradadas
RV 5" GGTCTGCTGCTGGTAAACCT 3

Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) FW 5° AAAGTAAAGGAGGCCGCTGT 3’ 116 Participa da glicdlise
FW 5 CAGCAGCATACGAAGATGGA 3’
Proteina Ribossomal S18 (RPS18) FW 5" ACGGTGAAAATCCAGTTTGG 3 118 Subunidade ribossomal

RV 5" GGACACGGATTCCCAGTAGA 3

o-Tubulina (a-tub) FW 5 ACTTGGTACTCGACCGCATC 3 115 Constituinte estrutural da célula

RV 5" ATGAGGAGGGAGGTGAAACC 3

2.4 Obtencao e clonagem das sequéncias dos genes da quitina sintase Il e V-
ATPase A

As sequéncias dos genes da enzima quitina sintase Il (CHSB) e da subunidade A
(complexo Vy) da enzima V-ATPase foram obtidas por meio de busca no transcritoma de T.
licus licus, a partir de procura por anotacéo de fungéo.

As sequéncias foram inicialmente analisadas nos programas BLASTNn e BLASTX
contra o banco de dados nr do NCBI (National Center for Biotechnology Information), para

busca de sequéncias homdlogas e confirmacéo da anotacdo dos genes.

O desenho dos iniciadores foi realizado com o programa BLOCK-iT™ RNAi

Designer (http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress), que analisa as sequéncias e indica
regibes de maior probabilidade para uso em silenciamento génico. Para o gene da quitina
sintase Il foram desenhados dois pares de iniciadores para clonar a sequéncia com dois
tamanhos diferentes (150 pb e 540 pb). Para o gene da V-ATPase A foi escolhida uma regido
de 150 pb (Tabela 10).

Para a clonagem dos fragmentos foram adicionadas as sequéncias dos iniciadores as
sequéncias de recombinagdo ATTB do sistema Gateway® Technology (Invitrogen Life

Technologies), de acordo com as instruc6es do fabricante (Tabela 10).

Os fragmentos de DNA foram amplificados por meio de PCR nas seguintes
condicdes: cDNA (1 pL), tampéo de PCR 1X, 0,4 mM de dNTP mix, 3 mM de MgCl,, 0,48
MM de iniciadores; 2,5 U de Taq DNA polimerase Ludwig Biotec, em um volume final de 20

pL. Foram utilizados os seguintes parametros: 95 °C por 5 minutos seguidos de 30 ciclos de
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95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 45 segundos e extensdo final a 72

°C por 5 minutos.

Tabela 10. Iniciadores utilizados para clonagem e gRT-PCR dos genes da quitina sintase 1l e V-ATPase.

Gene

Nome do iniciadol

Sequéncia

Amplicom (pb) Experimento

Quitina sintase 11
Quitina sintase 11
Quitina sintase 11
Quitina sintase 11

V-ATPase
V-ATPase
V-ATPase

TlgsBGTWiw1
TlgsBGTWrvL

FW 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGGGAAGCTGGTCTGGACATTGC 3
RV 5' GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGCAGCAATAGCGTACACAACC 3'

5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTGCCATTTGAAGGACAAGG 3’
5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGAGGAGGTAAGTGTTTTCTG 3’

540 clonagem via sistema Gateway
540 clonagem via sistema Gateway
150 clonagem via sistema Gateway
150 clonagem via sistema Gateway

Quitina sintase 11 TlgsBgRTiwl ~ 5’ACGATGACTCCCAGGTGAAC 3’ 110 gRT-PCR

Quitina sintase 11 TlgsBqRTrv1 5’ATACTTCTTCGGCGACCTCA 3’ 110 gRT-PCR
TMpAGTWIWL 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCTTCTGCCCGTTCTACAAG 3’ 150 clonagem via sistema Gateway
TpAGTWNV1  5° GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGCTGGTACAGTATGTTGC 3 150 clonagem via sistema Gateway
TipAgRTiWL  5° GCTTCTGCCCGTTCTACAAG 3’ 115 gRT-PCR
TipAgRTIV1 5’ TTCCACGTGACCTTGTTGTC 3’ 115 gRT-PCR

V-ATPase

O produto de PCR foi purificado utilizando o High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche), de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida os DNAs foram
quantificados em espectrofotdmetro. O material purificado foi clonado em vetor pDONR™
utilizando a enzima BP Clonase Il (Invitrogen Life Technologies), de acordo com as
instrucBes do fabricante. Uma aliquota de 20 ng do produto da ligacdo foi utilizada para
transformacdo de células de E. coli OmniMAX™. Apés a transformacdo foi realizada a
extracdo do DNA plasmidial por meio de lise alcalina (AHN et al., 2000) e uma aliquota

enviada para sequenciamento.

Ap6s confirmacdo das sequéncias dos genes, os mesmos foram subclonados no vetor
L4440-GTW utilizando a enzima LR Clonase Il (Invitrogen Life Technologies), de acordo
com as instrucdes do fabricante, visando a expressao de dsRNA in vitro. Uma aliquota de 20
ng foi utilizada para transformacéo de células de E. coli OmniMAX™. Apés a transformacéo
foi realizada a extragdo do DNA plasmidial por meio de lise alcalina e uma aliquota enviada
para sequenciamento. ApoOs confirmacdo da sequéncia de nucleotideos esses plasmideos

foram utilizados para transformar células E. coli HT115 para expressdo de dsRNA in vivo.
2.5 Expressdo de dsRNA para os genes selecionados

Foram utilizados dois protocolos distintos para a expressdo de dsRNA, um para
expressao in vitro e outro para expressao em bactérias. Para a expressao in vitro, 0s dsSRNAs
foram sintetizados a partir de produtos de PCR flanqueados pela sequéncia minima do
promotor T7. A sintese de dsSRNA foi realizada utilizando 0,5 pg de produto de PCR como
molde para um volume de reacdo de transcricdo de 20 pL, conforme o protocolo do kit
MEGAscript® T7 High Yield (Ambion). A reagdo foi incubada por 16 horas a 37 °C,
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seguido por tratamento com DNase | por 15 minutos. Os produtos da reacdo foram incubados
a 70 °C por 5 minutos e resfriados em temperatura ambiente para permitir o anelamento das
fitas complementares de RNA. Para purificacdo dos produtos da transcrigdo seguiu-se uma
extragdo com fenol/cloroférmio e subsequente precipitagdo com alcool isopropilico,
conforme descrito no protocolo do fabricante. O dsRNA foi dissolvido em agua tratada com
DEPC e a quantificacdo foi obtida por espectrofotometria. A integridade do dsRNA foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Para expressdo de dsSRNA em bactérias, uma colbnia resultante da transformacéo de
cada vetor foi inoculada separadamente em 5 mL de meio LB, acrescentado de 100 mg/mL
de ampicilina e mantidas a 37 °C a 200 rpm por 16 horas. A cultura foi diluida 1:100 em
meio LB contendo 100 mg/mL de ampicilina e foi entdo incubada a 37 °C a 200 rpm até
atingir uma densidade Optica a 600 nm igual a 0,4. Nesse ponto adicionou-se 0,4 mM de
IPTG para a indugédo da atividade da enzima T7 polimerase. A reacdo foi incubada por 4

horas.

Apos a inducdo da expressdo realizou-se a extracdo do RNA total de uma aliquota de
2 mL da cultura bacteriana da seguinte maneira: a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 6
minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em 1 M de acetato de
aménio e 10 mM de EDTA para um volume final 1:20 do volume inicial de indculo.
Adicionou-se 2,5 mL de TRIZOL (Invitrogen Life Technologies) e o material foi
homogeneizado em vortice, seguido de incubacdo a 65 °C por 15 minutos. Em seguida a
amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos. A fase aquosa foi recuperada e
transferida para novo tubo de microcentrifuga o qual foram adicionados 300 pL de
cloroférmio para cada 1 mL de amostra e 0 material homogeneizado por inversao leve dos
tubos. A solugéo foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos. A fase superior foi recuperada
e entdo transferida para novo tubo de microcentrifuga, o qual foi adicionado igual volume de
isopropanol seguido de incubagdo a -20 °C por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas
a 12.000 x g por 30 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%.
Apds secagem do material, o precipitado foi ressuspendido em agua livre de RNase a 1/100
do volume inicial. A integridade do RNA total e a presenga do dsRNA foram conferidas em

gel de agarose 1%.
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2.6 Bioensaios com a broca-gigante

Para a realizacdo dos bioensaios, foram testadas trés maneiras de administracdo de

dsRNA para o inseto: I) microinjecéo, Il) alimentacédo forcada e 111) aplicacdo em dieta.

Para a microinjecdo, 10 larvas do inseto com 20-30 dias ap0s a eclosdao foram
previamente mantidas em gelo por 10 minutos para reduzir o seu metabolismo. A
microinjecdo foi realizada utilizando uma microsseringa (Hamilton Co.), tipo Gastight com
conexdo Luer (LT), modelo 1701LT, volume 10 pL, com agulha de 51 mm, gauge 26S, estilo
de ponta 4 e bisel de 12°. Em cada inseto foi aplicado 1 pL de solucdo aquosa contendo agua
bidestilada ou o dsRNA nas concentragbes de 250 ng/pL, 500 ng/pL, 800 ng/pL, 1.000
ng/uL ou 5.000 ng/uL. Inicialmente a injecdo na larva foi realizada com auxilio de lupa, na
regido dos pseuddpodes, proxima ao ultimo segmento, tomando cuidado para ndo deixar
extravasar a hemolinfa e para ndo perfurar o intestino. Devido a uma alta taxa de mortalidade
das larvas durante o processo de microinjecdo foi necessaria uma adaptacao do procedimento,
que consistiu em realizar a microinjecdo na regido ventral, proxima ao primeiro segmento do
inseto. Apds a injecdo do dsRNA, as larvas foram mantidas em dieta artificial a 28 + 2 °C, 70
+ 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 : 12 (C : E) por um periodo de 24, 48 ou 72

horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Para a alimentacdo forcada, 1 pL de solucdo contendo agua bidestilada ou dsRNA, na
concentracdo de 1.000 ng/pL, foi diluido em 20pL de &gua bidestilada acrescentada de 5% de
sacarose. Com auxilio de uma lupa e uma micropipeta Gilson P20 com ponteiras para 10 pL,
todo o volume foi aplicado diretamente na boca de 10 larvas de ultimo instar visando forcar a
sua degluticdo. Apos a alimentacgdo, as larvas foram mantidas em dieta artificial a 28 + 2°C,
70 £ 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 : 12 (C : E) por um periodo de 24 horas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Para o ensaio com administracdo de dsRNA em dieta, as larvas com 20 — 30 dias ap0s
a eclosdo foram mantidas em jejum por 6 horas para deixa-las famintas. A cultura de
bactérias que expressou 0 dsRNA foi centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos e o precipitado
ressuspendido em 1 mL de dieta artificial (Anexo XIl). Todo o volume de células foi
misturado em 50 mL de dieta enquanto esta apresentou temperatura 40 - 50 °C e, entdo, 50
ML foram distribuidos em cada pogo de uma placa de 96 pocos. Apos solidificacdo da dieta as
larvas foram colocadas separadamente em cada poco e as placas mantidas a 28 + 2 °C, 70 £
10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 : 12 (C : E). O ensaio durou uma semana e
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todos os dias as larvas foram transferidas para novas placas com dieta fresca contendo
dsRNA ou ndo (no caso do controle negativo). A cada dois dias, as lagartas foram avaliadas
quanto a alteragbes no comportamento, falta de alimentacdo e perda de peso. Todos os

experimentos foram realizados em triplicatas.
2.7 Teste de inibicdo da degradacgdo de dsRNAs

Visando encontrar uma maneira de inibir a acdo de RNases presentes na hemolinfa e
no homogenato intestinal das larvas de T. licus licus sobre os dsRNAs, foram realizados
ensaios os quais foram testadas diferentes concentracdes de EDTA (0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM;
2,5 mM; 5 mM; 10 mM e 50 mM) em dieta liquida.

Foi realizado um teste inicial de inibicdo da atividade da enzima ribonuclease A
(RNAse A — Sigma-Aldrich) sobre os dsRNAs. Uma aliquota da enzima na concentragéo de
10 pg/mL, foi adicionada a solugdo contendo 1.000 ng da expressao in vitro de dsRNA de
540 pb da quitina sintase Il, a um volume final de 10 uL. A solucéo foi incubada a 37 °C por
uma hora e em seguida todo o contetdo foi aplicado em gel de agarose 1% para verificacao

da integridade do dsRNA por eletroforese.

Apos verificada a eficiéncia do EDTA como agente inibidor da atividade da enzima
RNAse A, foram realizados testes de inibi¢do da degradacdo dos dsRNAs quando incubados
com a hemolinfa e com o homogenato intestinal de larvas de ultimo instar. A hemolinfa foi
extraida do vaso dorsal com auxilio da microsseringa (Hamilton Co) utilizada nos bioensaios
de microinjecdo. O suco gastrico foi extraido de larvas alimentadas e de larvas que ficaram
em jejum de 24 horas com auxilio de micropipeta apos remocéo do intestino dos insetos. Os
ensaios foram conduzidos aplicando as mesmas concentracbes de EDTA citadas
anteriormente a uma solucdo contendo 1.000 ng de dsRNA, 5 pL de hemolinfa ou
homogenato intestinal em um volume final de 10 pL. A solugdo foi incubada a 37 °C por
uma hora e em seguida todo o conteudo foi aplicado em gel de agarose 1% para verificacdo
da integridade do dsRNA.

2.8 Analise do silenciamento génico

O nivel da expressdo dos genes da quitina sintase Il e da V-ATPase A foi determinado
por meio de qRT-PCR. A reacéo foi realizada utilizando o termociclador 7500 Fast (Applied
Biosystems, EUA) com iniciadores especificos para cada gene (Tabela 10), produzindo um
amplicon de 110 — 115 pb. Os genes de referéncia utilizados foram GAPDH e RPS18 de T.

118



licus licus, com os mesmos iniciadores descritos na tabela 9. Cada reacdo foi preparada em
um volume final de 10 pL, sendo 2,5 pL de SYBR Green Rox Plus PCR Mix (LGC
Biotecnologia), 2 uL. de cDNA diluido 50 vezes; 5,1 uL de agua bidestilada e 0,2 uM de cada
iniciador (senso e antisenso). A reacdo ocorreu a 95 °C por 10 minutos, seguidos por 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Ao final dos 40 ciclos uma curva de
dissociacdo para cada iniciador (60 — 94°C, a cada 0,5 °C por 1 segundo) foi feita para
verificar a possivel formacdo de dimeros de iniciadores ou contaminacdo da amostra. As
reacOes de gRT-PCR foram feitas em triplicata e controles negativos contendo &gua ao invés
de cDNA foram incluidos para verificar contaminacdes nas amostras. A eficiéncia de cada
iniciador para cada reacdo e as Cqgs foram calculadas individualmente a partir do software
gqPCR miner (www.miner.ewindup.info) (ZHAO e FERNALD, 2005). A anélise da expressdo

relativa de cada gene do bioensaio foi feita utilizando a ferramenta geNorm (Biogazelle
Company) (VANDESOMPELE et al., 2002).
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3. Resultados e Discussao
3.1 Selecéo das sequéncias para validacao de genes de referéncia

Um dos objetivos deste trabalho foi a analise da expressdo relativa de dois genes
envolvidos em processos vitais do inseto, 0s genes que codificam a enzima quitina sintase Il e
V-ATPase subunidade A. Uma etapa importante para essa analise é estabelecer quais genes
podem ser utilizados como referéncia para a quantificacdo relativa da expresséo do gene alvo.
A confiabilidade de qualquer experimento de analise de expressdo relativa por gRT-PCR
pode ser maior com a inclusdo de genes que funcionem como controles endégenos para
corrigir variagcdes na eficiéncia de amplificacdo das reagOes e na quantificacdo de uma
amostra para outra, sendo chamados de genes de referéncia ou housekeeping genes, 0s quais
se presumem que tenham a expressdo constitutiva sob diferentes condicdes experimentais
(BUSTIN, 2002; RADONIC et al., 2004; SCHMITTGEN e LIVAK, 2008). Esses genes
tém sido escolhidos de duas maneiras: a partir de estudos previamente realizados com 0s
mesmos ou utilizando homologos de genes amplamente utilizados como referéncia em outros
organismos modelos (TENG et al., 2012). Entretanto, essas escolhas empiricas geralmente
ndo possuem embasamento experimental e podem levar a interpretaces errbneas da maioria
dos resultados (JIAN et al., 2008).

Dentre os genes de referéncia mais utilizados na literatura, encontram-se o codificador
da subunidade ribossomal 18S (RPS18), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
fator de elongacdo (EF-1a), B-actina (B-ACT), a-tubulina (a-TUB) e B-tubulina (B-TUB)
(LOURENCO et al., 2008; MARONICHE et al., 2011; SCHARLAKEN et al., 2008).
Existem evidéncias que sugerem que 0s genes de referéncia nem sempre sdo expressos de
maneira estavel em diferentes condi¢des. O gene da B-actina, por exemplo, pode ser regulado
pelo matrigel, uma matriz gelatinosa repleta de proteinas produzida por alguns tipos de
células. Neste trabalho, Selvey e colaboradores (2001), demonstraram por qRT-PCR ao
contrario do que foi observado para a expressdo de B-actina, que a expressdo do gene da
subunidade ribossomal 18S apresentou um padrao de expressao mais consistente, com melhor
reprodutibilidade e sem sofrer regulagdo pelo matrigel. Outros genes de referéncia como a-
tubulina e GAPDH foram citados por apresentarem niveis de expressdo variados em
determinadas circunstancias como, diferentes tecidos ou estagios de desenvolvimento
(BRUNNER; YAKOVLEV; STRAUSS, 2004; DHAR et al., 2009; DONG et al., 2011,
LORD et al., 2010; PEl etal., 2007; TRIVEDI e ARASU, 2005; WANG et al., 2010).

120



Os trabalhos de analise da expressdo de genes de insetos comecaram muito
incipientes, na maioria das vezes os estudos eram realizados utilizando como base 0s genes
de referéncia ja conhecidamente utilizados para outros organismos, porém sem qualquer
trabalho de avaliagdo da estabilidade da expressdo dos mesmos. Lourenco e colaboradores
(2008) iniciaram a validacdo de genes de referéncia de abelhas, em diferentes tecidos e
também entre abelhas operarias e abelhas rainhas. Foram analisados os niveis e a estabilidade
da expressao dos genes da actina (ACT), proteina ribossomal 49 (RP49), fator de elongacéo
1-Alfa (EF1-a) e da proteina de associacdo a0 TATA box (TBP-AF) por meio do uso de
programas de computador disponiveis na rede mundial como o geNorm (VANDESOMPELE
et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004) e Bestkeeper
(PFAFFL et al., 2004). No mesmo ano, Scharlaken e colaboradores (2008) realizaram a
validacdo de 11 genes de referéncia de cérebros de abelhas infectadas por E. coli utilizando
0S Mesmos programas.

Visando avaliar a expressdao diferencial de genes de T. castaneum, pesquisadores
identificaram diversos genes que vinham sendo rotineiramente utilizados como genes de
referéncia por diferentes autores. Ao analisar a estabilidade da expressdo de cada um desses
genes, com 0s programas geNorm e NormFinder, apds a infeccdo do inseto por fungos, eles
observaram que a B-actina, o-tubulina e RPS6 ndo apresentavam estabilidade suficiente para
serem usados em qRT-PCR. Os genes mais estaveis foram o genes de proteinas ribossomais
RPS13, RPS18 e RPL13a. Além disso, foram identificados outros genes que podem ser
utilizados como normalizadores, sintaxina-1, sintaxina-6 e E-caderina (LORD et al., 2010).

Novos trabalhos de validacdo de genes de referéncia em insetos tém surgido, a
maioria deles utilizam os programas supracitados como uma maneira mais rapida e confiavel
de determinar a estabilidade e a forma de expressdo de genes em diferentes condigcdes
fisiolgicas e para varios tipos de tecidos (MARONICHE et al., 2011; PAIM et al., 2012;
VAN HIEL et al., 2009). Recentemente, foi realizado estudo de validagcdo de genes de
referéncia para quatro lepidopteros, incluindo Bombyx mori, Plutella xylostela, Chilo
supressalis e Spodoptera exigua (TENG et al., 2012). Com esses resultados os autores
proveem novas oportunidades de aplicacdo desta metodologia para a caracterizacao e anélise

de expressdo de genes de insetos considerados importantes pragas da agricultura.

No caso da broca-gigante ndo existe indica¢do de genes de referéncia até o0 momento.
Dessa forma foi realizada uma extensa busca no transcritoma desse inseto visando identificar
genes utilizados como referéncia em experimentos de gRT-PCR com outros organismos.

Foram selecionados sete genes candidatos que codificam para a sintese de B-actina (B-ACT),
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a-tubulina (a-TUB), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), fator de elongacgédo 1-
Alfa (EF-1a), ubiquitina (UBQ), fosforibosil-pirofosfato-sintetase (PRPP) e para a
subunidade ribossomal S18 (RPS18). Os genes foram analisados quanto a sua estabilidade de
expressdo em diferentes fases do ciclo de vida do inseto como, ovo, larvas neonatas, larvas de
altimo instar, pupas e adultos. A analise da estabilidade foi realizada com os programas
Bestkeeper, geNorm e NormFinder, que sdo aqueles que vém sendo utilizados com maior

frequéncia nos trabalhos cientificos.

Ha& certo tempo existe uma preocupacdo na comunidade cientifica internacional em
relacdo as inumeras fontes de erro inerentes a um experimento de qRT-PCR, desde o0 desenho
do experimento, passando pela integridade e garantia de repetibilidade da extracdo de RNA e
sintese de cDNA, até a PCR propriamente dita e seus métodos de andlise (BUSTIN, 2010;
FLEIGE e PFAFFL, 2006; FLEIGE et al., 2006; LEFEVER et al., 2009). Apesar de utilizar
um método fluorimétrico para quantificar o RNA, a eficiéncia da sintese de cDNAs ndo foi
quantificada. Para tentar diminuir o erro gerado por uma possivel diferenca de quantidade de
cDNA, todas as amostras foram diluidas previamente 30, 40 e 50 vezes, € uma corrida prévia
mostrou que 40 vezes era uma quantidade considerada suficiente para que os valores de Cq se
mantivessem entre os ciclos 15 e 30. Assim, todos as corridas foram feitas diluindo o cDNA
40 vezes. As gRT-PCRs realizadas para os sete genes foram feitas colocando todos os
cDNAs para um mesmo gene numa mesma placa. Um mesmo cDNA com o mesmo gene foi
sempre utilizado como normalizador entre as placas. As analises das curvas de dissociacao de

cada corrida ndo apresentaram dimeros de iniciadores nem amplificagdes inespecificas.
3.2 Validacéo dos genes de referéncia pelo programa Bestkeeper

O Bestkeeper combina candidatos altamente correlacionados em um indice. A partir
disso, a correlacdo de cada gene candidato com este indice é calculada e expressa pelo
coeficiente de determinacdo e pelo p-value. O Bestkeeper ainda determina o desvio-padréo e
o capacidade de referéncia de cada gene, cabendo ao usuario selecionar os melhores genes
baseado nessas variaveis (PFAFFL et al., 2004).

De acordo com a analise de variagfes calculadas (SD), o Bestkeeper revelou uma
estabilidade de expressdo para cada um dos sete genes (SD < 1) diferente para cada fase do
ciclo de vida do inseto (Tabela 11). Alem disso, os melhores genes candidatos se
relacionaram de maneira significante com o indice do Bestkeeper calculado como a média

geomeétrica dos valores de Cq dos diferentes genes para um determinado cDNA (p < 0,05). O
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coeficiente de determinacdo (CD) de cada gene indica a maior estabilidade para cada gene
quanto mais perto de 1 for o valor de CD. A variancia intrinseca (InVar) desses genes para
uma determinada amostra teve baixa variacdo dos valores de Cg. O Bestkeeper analisou a
integridade da amostra atraves do calculo de uma variagdo intrinseca para uma amostra, entre
as diferencas nos valores respectivos de Cq e o valor médio de Cq para cada gene de
referéncia (PFAFFL et al., 2004).

Dessa forma, com os dados da tabela 11, os genes mais estaveis, calculados pelo
Bestkeeper foram organizados de acordo com cada fase do ciclo de vida. Nos ovos, 0s genes
mais estaveis foram para UBQ, EF-1a, ¢ RPS18. Nas larvas neonatas, apenas dois genes
foram considerados estaveis para uso em gRT-PCR, GAPDH e B-ACT. O restante dos genes
nesse tecido ou apresentaram um p-value acima de 0,05 ou apresentaram uma variancia
intrinseca muito alta dentro das amostras. Nas larvas de Gltimo instar, os genes para UBQ,
RPS18 e EF-1a foram identificados como mais estaveis. No caso das pupas, apenas 0S genes
para a-TUB e UBQ foram considerados estaveis, o restante apresentou um valor de desvio
padrdo acima de 1, o que é considerado muito ruim e, conforme recomendado por PFAFFL et
al. (2004), foram descartados do estudo. A analise da expressdo dos genes em machos
indicou que PRPP e UBQ foram os mais estaveis, sendo que o restante apresentou um p-
value ou a InVar muito altos. Ja para as fémeas, o programa identificou os genes GAPDH,
EF-1a e PRPP como os melhores. Um resumo geral dos resultados dos melhores genes pode

ser visualizado na tabela 12.
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Tabela 11. Sumario da analise estatistica gerada pela ferramenta Bestkeeper para validacdo de
genes de referéncia em diferentes fases do ciclo de vida de T. licus licus. O Coeficiente de
Determinag&o (CD) indica maior estabilidade quanto mais perto de 1.

Fase do ciclo de vida

Genes de referencia candidatos

B-act a-tub EF-1A GAPDH UBQ PRPP RPSI1S8
Ovo - - - - - - -

N 9 9 8 4 8 9 9
MG 18.64 26.08 20.16 2451 25.67 23.66 21.46
SD 1.17 0.8 0.53 1.01 041 02 092
CD 0 0.13 0.66 - 0.71 025 0.65

p-value 0.931 0.337 0.014 - 0.008 0.175 0.009

]_P - - - - - - -

N 8 9 9 9 9 7 9
MG 17.55 19.86 20.46 19.08 22.12 2221 23.73
SD 1.32 0.27 0.47 0.24 0.29 0.63 0.15
CD 0.71 0 0.13 0.71 0.09 - 0.26

p -value 0.008 1 0.351 0.004 0.439 - 0.16

LG - - - - - - -

N 9 5 9 8 7 9 8
MG 1.89 233 2331 20.15 25.67 23.66 24.83
SD 1.16 1.39 1.03 0.09 0.95 0.1 0.29
CD 0.65 0.87 0.55 0 0.73 0.14 0.45

p -value 0.008 - 0.022 0.886 0.014 032 0.0068
Pupa - - - - - - -

N 8 9 9 9 8 7 9
MG 20.99 19 22.84 24.19 23.12 28.57 27.19
SD 034 0.65 1.54 1.78 0.98 212 1.77
CD 0.11 0.9 0.89 0.94 0.87 0.85 0.96

p-value 0.428 0.001 0.001 0.001 0.001 0.003 0.001
Macho - - - - - - -

N 9 7 5 9 9 9 8
MG 19.52 19.77 22.96 20.97 22.89 2522 25.11
SD 146 0.41 1.17 0.35 0.65 049 035
CD 0.17 0.1 0.67 0.03 0.52 0.75 0.27

p-value 0.273 0.493 0.646 0.027 0.002 0.189
Fémea - - - - - - -

N 9 9 8 9 9 9 9
MG 19.65 19.84 21.27 205 22.56 2558 24.61
SD 0.74 0.18 0.27 0.9 0.41 0.66 0.43
CD 0.56 0.41 0.85 0.9 0.29 0.61 0.59

p -value 0.02 0.065 0.001 0.001 0.131 0.013 0.016

Legenda. Numero de replicatas (N), Média geométrica (MG), Desvio padrdo (SD),

Coeficiente de Determinacdo (CD), Larva neonata (LP), Larva de Gltimo instar (LG).
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3.3 Validacao dos genes de referéncia pelo programa geNorm

Uma das caracteristicas principais do geNorm € que a taxa de expressdo entre dois
genes de referéncia deve ser constante entre as amostras (VANDESOMPELE et al., 2002).
Para cada gene candidato, o geNorm calcula o valor de estabilidade M como a variacéo
média no nivel dos transcritos entre um gene e todos 0s outros genes em um dado grupo de
amostras, por pares. O valor de estabilidade M é inversamente proporcional a estabilidade. Os
genes sdo, entdo, classificados de acordo com a estabilidade por um processo de exclusao
passo a passo dos genes menos estaveis, gerando o valor de V. Quanto menor este valor,
maior a estabilidade e a possibilidade do gene excluido influenciar na expressdo relativa de

genes-alvo.

No presente estudo, conforme apresentado na figura 38, observou-se que os valores de
M para cada fase do ciclo de vida do inseto ficaram abaixo de 1,5. Esse valor, por convencao,
indica o limite no qual a expressdo dos genes € estavel. Os indices observados indicaram que
todos os genes apresentam estabilidade de expressdo suficiente para serem utilizados como

referéncia, porém, com variacdes entre cada uma das fases do ciclo de vida.

Apesar de todos os genes terem apresentado boa estabilidade para uso em gRT-PCR, a
escolha de pelo menos dois genes de referéncia ndo pode ser realizada aleatoriamente, ou
seja, ndo se pode escolher quaisquer dois genes para serem utilizados conjuntamente para
andlise da expressao relativa. Para isso, 0 geNorm analisou a influéncia da adi¢cdo de um ou
mais genes nos experimentos de gRT-PCR e determinou a confianca da combinacdo dos

genes de referéncia selecionados, de acordo com os valores de V calculados pelo programa.

Os resultados mostraram que, para todas as fases do ciclo de vida do inseto foi
possivel identificar pelo menos dois genes que podem ser utilizados em conjunto nos
experimentos de qRT-PCR, apresentando um valor V abaixo de 0,15; que indica alta

estabilidade e confianga nos valores de expresséo dos genes (Figura 39).

No caso dos ovos, por exemplo, 0s genes mais estaveis foram para GAPDH, UBQ e
RPS18. De acordo com a figura 39, o uso conjunto de GAPDH e UBQ permite a analise da
expressdo relativa com grande confianca. Quando o terceiro gene mais estavel, no caso
RPS18, é adicionado ao estudo, a confianga do estudo diminui. No caso das larvas neonatas,
a maior estabilidade foi identificada para GAPDH, RPS18 e UBQ. Nas larvas de altimo
instar, os trés genes mais estaveis foram PRPP, GAPDH e RPS18. Para as pupas, 0 geNorm

calculou uma maior estabilidade para GAPDH, RPS18 e EF-1a. Na analise de estabilidade
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dos genes nos machos adultos, o programa identificou a-TUB, UBQ e PRPP como o0s

melhores. No caso das fémeas, os genes identificados foram para a-TUB, EF-10. ¢ GAPDH.

Um resumo geral dos resultados dos melhores genes pode ser visualizado na tabela 12.
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Figura 38. Valores de M apds anéalise de estabilidade pelo geNorm. Os genes mais estaveis tém valores de M
menores que 1,5. Quanto mais a direita do grafico, maior a estabilidade.
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Figura 39. Valores de V apds anélise de estabilidade pelo geNorm. A combinacdo de genes mais estavel tem
valores de V menores que 0,15. Cada barra do gréafico indica a influéncia na confianca do experimento quando
um gene de referéncia € adicionado a anélise.

3.4 Validacéo dos genes de referéncia pelo programa NormFinder

O NormFinder é uma ferramenta que permite estimar a varia¢do total dos genes de
referéncia candidatos, mas também estima a variacdo entre e dentro de subgrupos de
amostras. Este processo permite uma medic¢éo direta da variacdo da expressao, permitindo ao
usuario avaliar o erro sistémico introduzido quando utilizar como modelo um determinado
gene. Esta abordagem baseada em um modelo é teoricamente menos sensivel a uma
corregulacdo por genes normalizadores que as abordagens do BestKeeper e do geNorm. Da
mesma forma que o geNorm, o NormFinder gera um valor de estabilidade M para cada gene,

que é a medida direta da variagdo da expressdo estimada. Esta variacdo na expressao esta
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diretamente relacionada com o valor M, ja& que um baixo valor M demonstra menor variacao
de expressao génica entre as amostras estudadas (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004).

Os valores de M obtidos pelo NormFinder estdo plotados na figura 40. Os valores de
M para todas as fases do ciclo de vida do inseto, que estdo abaixo de 1,5; indicam que a
expressdo de diferentes candidatos € relativamente estavel. Entretanto, a estabilidade dos
genes foi variavel entre as fases do ciclo de vida. Nos ovos, 0s genes mais estaveis foram
UBQ, RPS18 e PRPP. Nas larvas neonatas o programa identificou uma melhor estabilidade
na expressao dos genes UBQ, RPS18 e a-TUB. J& para as larvas de Gltimo instar, os melhores
valores de estabilidade foram calculados para EF-1a, B-ACT e UBQ. No caso das pupas, a
expressdao mais estavel foi determinada para o-TUB, GAPDH e UBQ. Para os dados da
expressao dos genes nos machos adultos, o0 NormFinder calculou os melhores valores de M
para PRPP, RPS18 e a-TUB. Por fim, o programa permitiu identificar os genes GAPDH, a-
TUB e RPS18 como 0s que apresentaram a menor variacdo na expressao em fémeas adultas.
Um resumo geral dos resultados dos melhores genes de referéncia pode ser visualizado na
tabela 12.

Dentre os trés programas utilizados para a validagdo dos genes de referéncia, o
NormFinder € o Unico que possibilita calcular a estabilidade da expressdo entre os grupos de
amostras analisadas. Dessa forma foi possivel identificar o melhor valor de M entre todos os
genes e entre todos os tecidos e a melhor combinacdo de genes a serem utilizados em
conjunto nos experimentos de qRT-PCR. Os resultados mostraram que para as fases do ciclo
de vida utilizadas no presente estudo, o gene mais estavel foi RPS18, e a melhor combinacéao
de dois genes para UBQ e PRPP, de acordo com os valores de estabilidade presentes no

grafico da figura 41.
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Figura 41. Valores de M apds analise de estabilidade geral pelo NormFinder.
Os genes mais estaveis tém valores de M menores que 1,5. Quanto mais a
direita do gréafico, maior a estabilidade.

3.5 Analise geral dos resultados de validacao

As analises dos genes candidatos mostraram uma diferenca nos resultados gerados
pelas trés ferramentas utilizadas. Os genes da B-actina (B-ACT) e fosforribosil-pirofosfato-
sintetase (PRPP) foram 0s menos estaveis, mas em alguns casos especificos podem ser
utilizados como referéncia. Por exemplo, PRPP foi identificado como um bom gene para
analisar a expressdo relativa de genes em amostras oriundas de machos adultos. O restante
dos genes apresentou distribuicdo homogénea pelas demais amostras. Em uma tentativa de
fazer um balanco geral da validacdo dos genes, os mesmos foram organizados pela ordem de
estabilidade para cada programa e pela frequéncia geral (Tabela 12). Observou-se que 0s
genes que foram identificados mais vezes entre 0s mais estaveis foram ubiquitina (UBQ),
proteina da subunidade ribossomal S18 (RPS18) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). E importante salientar que essa anélise ndo serve para identificar um grupo
universal de genes de referéncia. A escolha de cada um, e mais ainda, a escolha de pelo
menos dois genes vai depender de diferentes condi¢des dos experimentos.

Como cada programa gerou uma analise distinta, fica dificil escolher qual deles
representa de maneira mais confidvel a validacdo da estabilidade dos genes de referéncia. Em
muitos trabalhos que utilizam os trés algoritmos, ocorre uma convergéncia entre geNorm e
NormFinder e uma discrepancia destes com BestKeeper. Bestkeeper parece ser 0 menos
utilizado dos trés na escolha da validacdo de genes-alvo, principalmente por ser um programa
que faz apenas a analise estatistica do perfil de expressdo dos genes. NormFinder e geNorm

se baseiam em algoritmos parecidos para analise e levam em consideracdo 0 uso combinado
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de dois ou mais genes nos experimentos e por isso o resultado gerado por eles sdo 0s mais
considerados por muitos trabalhos cientificos.

Genes de referéncia em estudos de gRT-PCR para muitas espécies foram baseados em
CONsenso e experimentos com outros organismos, sem uma evidéncia empirica que
demonstrasse sua estabilidade. Apesar da escolha dos genes aqui testados ser baseada,
principalmente na literatura, os resultados obtidos mostram que a estabilidade da expressao
de genes ja considerados como referéncia deve ser verificada para cada tipo de experimento,
principalmente se algum tratamento especifico vai ser analisado (estresse, interacdo,
alimentacdo, etc). No minimo, ao mudar uma condi¢do a qual o organismo serd submetido, a
estabilidade de um gene ja utilizado como referéncia deve ser confirmada.

No presente estudo, para a analise do perfil de expressdo dos genes que codificam as
enzimas quitina sintase 1l e V-ATPase A foram selecionados os genes GAPDH e RPS18 para

serem utilizados como referéncia nos experimentos de qRT-PCR.

Tabela 12. Anélise geral da validagdo dos genes de referéncia. Para cada programa trés genes, quando possivel, foram
organizados em ordem de estabilidade. A frequéncia geral apenas indica os genes mais frequentes sem nenhuma relacéo
com estabilidade. Larvas neonatas (LP), larvas de Gltimo instar (LG).

geNorm NormFinder Bestkeeper Ferqguéncia Geral
Owo GAPDH, UBQ, RPS18  UBQ, RPS18, PRPP  UBQ, EF-10, RPS18 UBQ, RPS18
LP GAPDH, RPS18, UBQ  UBQ, RPS18, a-TUB GAPDH, B-ACT | GAPDH, RPS18, UBQ
LG PRPP, GAPDH, RPS18  EF-la, B-ACT,UBQ  UBQ, RPS18, EF-1a RPS18, EF-1a
Pupa GAPDH, RPS18, EF-1a.  a-TUB, GAPDH, UBQ a-TUB, UBQ GAPDH, o-TUB, UBQ
Macho o-TUB, UBQ, PRPP  PRPP, RPS18, 0-TUB PRPP, UBQ PRPP, o-TUB
Fémea a-TUB, EF-1a, GAPDH GAPDH, o-TUB, RPS18 GAPDH, EF-1a, PRPP |GAPDH, a-TUB, EF-1a

Frequéncia Geral GAPDH, RPS18, UBQ UBQ, RPS18, 0-TUB  UBQ, EF-1a, RPS18

3.6 Analise da expressao dos genes da quitina sintase 11 e V-ATPase

Antes de iniciar os experimentos de silenciamento de genes da broca-gigante foi
realizada a analise do perfil de expressdo dos genes da quitina sintase Il e V-ATPase A em
cada fase do ciclo de vida do inseto. Essa informacéo serviu para definir a fase ideal para
testar o silenciamento dos genes. Por exemplo, se nas larvas neonatas a expresséo de quitina
sintase Il ou de V-ATPase A forem muito baixas serd muito dificil determinar a influéncia do
RNA interferente na reducdo da expressao desses genes. Porém se 0s niveis de transcritos se
mostrarem altos havera possibilidade de correlacionar uma determinada variacdo na reducéao

da expressdo com os efeitos do silenciamento.
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A anélise da expressdo relativa dos genes na diferentes fases do ciclo de vida de T.
licus licus mostrou claramente que o gene da quitina sintase 11 é expresso principalmente nos
estagios larvais. Esses resultados eram esperados, pois sd0 nos estagios larvais em que 0s
insetos mais se alimentam, principalmente, de particulas solidas. Foi observada uma baixa
expressao desse gene nos ovos e nos adultos. Estes uUltimos se alimentam pouco e de
substancias liquidas que ndo formam um bolo alimentar e ndo estimulam a sintese de nova
quitina para renovar a membrana peritrofica do intestino. A baixa expressdo nos ovos deve-
se, provavelmente, ao baixo metabolismo de quitina durante a fase embrionaria, uma vez que
0 inseto ndo se alimenta de particulas sélidas. Da mesma maneira, um perfil similar pode ser
observado na fase de pupa, ja que quase todo 0 metabolismo esta direcionado para 0 consumo
das reservas energéticas e para a realizacdo da metamorfose (Figura 42).

A expressédo relativa do gene da V-ATPase A mostrou um padrdo um pouco mais
homogéneo nas diferentes fases do ciclo de vida. Isso pode ser explicado pelo fato de a V-
ATPase ser uma bomba de protons de grande importancia para o organismo de insetos em
geral. Entretanto foi possivel observar que nos estagios larvais houve uma expressao alta do

gene quando comparada aos outros estagios do ciclo de vida (Figura 42).
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Figura 42. Expressao relativa dos genes de quitina sintase 11 e V-ATPase A nas diferentes
fases do ciclo de vida do inseto. Larvas neonatas (LP), larvas de Gltimo instar (LG).
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3.7 Clonagem dos genes da quitina sintase Il e V-ATPase A

Os genes que codificam as enzimas quitina sintase Il e a subunidade A da V-ATPase
foram amplificados por PCR, utilizando os iniciadores com os sitios de recombinagdo do
sistema Gateway. Na figura 43A, é mostrado o resultado da amplificacdo de um fragmento de
540 pb do gene da quitina sintase Il. Na figura 43B, é possivel observar o resultado da
amplificacdo de fragmentos dos genes da enzima quitina sintase Il e da subunidade A da V-
ATPase, ambos de 150 pb. Os dois tamanhos diferentes selecionados para o gene da quitina
sintase Il serviram para comparar se ha alguma relacdo entre o tamanho do dsRNA e a
reducdo na expressao do gene. Apos verificar a integridade das amostras em gel de agarose
foi possivel observar que os fragmentos amplificados ficaram um pouco acima do tamanho
esperado, mas isso se deve ao fato de que, a sequéncia de recombinacdo ATTB adicionada a
sequéncia do iniciador introduz aproximadamente 60 pares de bases adicionais ao amplicon.
Além disso, é muito comum ocorrer a formacgdo de hibridos oriundos de autoanelamento
desses iniciadores, observaveis como bandas fracas no gel, mas que ndo correspondem a
amplificacdo inespecifica ou contaminacdo da amostra de DNA. Como uma medida de
seguranca apos cada recombinacdo, seja no vetor de entrada pDONR ou no vetor de destino

L4440, as amostras foram submetidas a sequenciamento para confirmacdo da sequéncia

nucleotidica.
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Figura 43. Gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo dos fragmentos dos genes
utilizados nos experimentos de silenciamento génico. A) Produto da PCR do gene
quitina sintase 11 de 540 pb. E possivel verificar a formacdo de bandas adicionais
devido a autoanelamento dos iniciadores. B) Produto da PCR dos genes da V-ATPase
A de 150 pb (1) e quitina sintase 11 de 150 pb (2).
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3.8 Avaliacéo do silenciamento dos genes da quitina sintase 11 e V-ATPase A

Tendo observado os resultados da expressdo de cada gene nas diferentes fases do ciclo
de vida da broca-gigante foi possivel montar os experimentos de silenciamento génico. Apds
a clonagem de todos os fragmentos de DNA no vetor L4440, via sistema Gateway, foi
realizada a expressao in vitro dos dsRNAs. A figura 44 mostra a integridade e a qualidade do

dsRNA para cada gene, obtida apés eletroforese um gel de agarose 1%.

100pb 1 2 3

Figura 44. Gel de agarose 1% mostrando a qualidade
da sintese in vitro de dsRNA. (1) Expresséo de dsSRNA
de quitina sintase Il (150 pb), (2) V-ATPase A (150
pb), (3) quitina sintase 11 (540 pb).

Existem trés formas principais de entrega de dSRNA em insetos, uma delas e a mais
utilizada é a microinjecéo, pois permite que o dsRNA seja entregue diretamente no tecido
desejado ou na hemocele que ira levar para diferentes partes do corpo do inseto, através do
sistema circulatério. Outra forma de entrega é por meio de imersdo (soaking), que consiste
em colocar o inseto imerso em uma solucdo contendo dsRNA, que sera entdo absorvido pela
cuticula. A terceira forma é através de entrega pela alimentacdo, sendo que esta ultima pode
ainda ser realizada a partir de expresséo in vitro e entrega direta na boca do inseto ou
misturada com a dieta. Além disso, outra maneira de entrega pela dieta € a expressao de
dsRNA em bactérias, especialmente células de E. coli HT115, que ndo sintetizam a enzima
RNAse 111 que cliva os dsRNAs. Dessa forma, a adicdo da bactéria a dieta serve como uma

134



forma de proteger o dsSRNA da acdo do sistema digestorio do inseto até atingir o local devido.
Essa técnica foi utilizada com sucesso em trabalhos anteriores (TIAN et al., 2009; ZHU et
al., 2011).

O procedimento de microinjecdo de dsRNA diretamente na hemolinfa tem sido
utilizado predominantemente para a validacdo funcional de genes de insetos (TURNER et al.,
2006). Em D. melanogaster, esse método tem sido utilizado com tanto sucesso que
transformou a mosca da fruta em um modelo de estudos de funcdo de genes e vem
revolucionando diversas &reas como a genética (YU et al., 2012). Outro inseto que tem
contribuido bastante para os estudos com RNAIi é o Tribolium castaneum sendo que a
microinjecdo tem sido a melhor escolha para os experimentos (NOH; BEEMAN;
ARAKANE, 2012). A escolha do método de entrega do dSRNA para o inseto é de grande
importancia, pois apesar de ser um mecanismo muito conservado em diversos organismos, o
RNAI pode ser composto por vias completamente diferentes que utilizam proteinas distintas
(HUVENNE e SMAGGHE, 2010).

De acordo com o comportamento de T. licus licus na natureza, logo que as larvas
eclodem, elas comecam a perfurar a base da planta de cana-de-agUcar onde se instalam e
passam a se alimentar. Qualquer tentativa de controlar a populacdo desse inseto deve
acontecer antes que ele entre na planta ou enquanto as larvas ainda estdo muito pequenas,
pois assim o inseticida ou qualquer outro método bioldgico poderdo ter maior sucesso. Um
dos problemas enfrentados durante os bioensaios de microinjecdo de larvas neonatas da
broca-gigante foi o fato de elas serem muito sensiveis ao procedimento. Quando a agulha é
introduzida nos pseuddpodes, proximo ao ultimo segmento, como é feito normalmente para a
maioria dos insetos, ha um indice de mortalidade muito alto, provavelmente, porque durante a
injecdo o intestino é perfurado, o que causa o extravasamento do conteudo intestinal para a
hemolinfa. Visando evitar tais problemas de procedimento foram testados outros locais de
injecdo aos quais as larvas sofreriam menos injurias. Todas as tentativas de injecdo na regido
dorsal do inseto resultaram em um ferimento que extravasava muita hemolinfa, causando
quase 100% de mortalidade e, portanto, ndo sdo recomendadas. A opc¢ao que apresentou 0s
melhores resultados foi a microinjecdo na regido ventral anterior, préxima ao primeiro
segmento do corpo do inseto. Dessa maneira a mortalidade foi reduzida para no maximo 10%
(Figura 45).

Apbés a quantificacdo das amostras, os dsRNAs foram microinjetados nas
concentragdes de 250 ng/pL, 500 ng/uL, 800 ng/pL, 1.000 ng/pL ou 5.000 ng/uL em larvas
neonatas de T. licus licus, de acordo com o procedimento explicado anteriormente. O nivel de

135



mortalidade das larvas devido ao procedimento foi muito baixo, todas aquelas que
comprovadamente foram prejudicadas pelo processo de microinjecdo foram descartadas da
andlise. Apos a introducdo da solugdo contendo os dsRNAs ou &gua, as larvas foram
observadas durante o periodo que antecedeu o seu congelamento para identificagdo de

qualquer alteracdo de comportamento, falta de alimentagéo e perda de peso.

Figura 45. Detalhe do procedimento de microinjecdo na regido ventral anterior em larvas de 20-30 dias apds
ecloséo.

Ao microinjetar dsSRNA de 540 pb para quitina sintase Il nas concentracdes de 250
ng/uL, 500 ng/pL e 800 ng/uL, ndo foi observado nenhum efeito de silenciamento 24 horas
apos a administracdo (Figura 46). A injecdo de dsRNA de 150 pb para quitina sintase 11, nas
mesmas concentracdes, apresentou reducdo na expressdo dos genes, mas esse efeito ndo
pdde ser repetido na outras replicatas bioldgicas, portanto ndo foi possivel determinar se a
diferenca no tamanho dos dsRNAs poderia resultar em um efeito de silenciamento diferente
(Figura 47). Também foi analisado se o intervalo de tempo utilizado para a observacao dos
efeitos do silenciamento era suficiente para alcangar tal objetivo.

Foram testados os intervalos de 24, 48 e 72 horas ap6s a microinjecdo de 800 ng de
dsRNA e, apesar de ter sido observada uma diminui¢do no nimero de transcritos, esse padrao

ndo pdde ser repetido nas replicatas bioldgicas (Figura 48).
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Visando testar uma dosagem alta de dsRNA foram injetados dsSRNAs para V-ATPase
A nas concentracdes de 1.000 ng/pL e 5.000 ng/pL. Vinte e quatro horas apés a injecéo, 0s

efeitos do silenciamento nédo foram observados (Figuras 49 e 50).
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Figura 46. Comparagdo entre a quantidade relativa de transcritos de quitina
sintase Il (CHSB). Larvas de T. licus licus foram injetadas com agua (controle
negativo) e com quantidades diferentes de dsRNA de 540 pb para CHSB (250
ng, 500 ng e 800 ng). O desvio padrdo foi calculado entre as triplicatas
experimentais para mostrar a variacéo dos ensaios.
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Figura 47. Comparag8o entre a quantidade relativa de transcritos de quitina
sintase Il (CHSB). Larvas de T. licus licus foram injetadas com agua
(controle negativo) ou com quantidades diferentes de dsSRNA de 150 pb para
CHSB (250 ng, 500 ng e 800 ng). O desvio padrdo foi calculado entre as
triplicatas experimentais para mostrar a variacdo dos ensaios.
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Figura 48. Comparacdo da quantidade relativa de transcritos de quitina
sintase Il (CHSB) entre os insetos injetados com agua (controle negativo) e
injetados com 800 ng de dsRNA (150 pb) para CHSB. A avaliagdo dos efeitos
do silenciamento foi realizada em 24, 48 e 72 horas ap0és a injecdo. O desvio
padréo foi calculado entre as triplicatas experimentais para mostrar a variagao
dos ensaios.
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Figura 49. Comparacdo entre a quantidade relativa de transcritos de V-
ATPase A entre os insetos injetados com &gua (controle negativo) e
injetados com 1.000 ng de dsRNA (150 pb) para V-ATPase A. O desvio
padrdo foi calculado entre as triplicatas experimentais para mostrar a
variacdo dos ensaios.
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Figura 50. Comparacdo entre a quantidade relativa de transcritos de V-
ATPase A entre os insetos injetados com &gua (controle negativo) e
injetados com 5.000 ng de dsRNA (150 pb) para V-ATPase A. O desvio
padrdo foi calculado entre as triplicatas experimentais para mostrar a
variacdo dos ensaios.

De acordo com os resultados obtidos com os experimentos de microinjecdo, ha a
indicacdo de que os genes escolhidos ndo sejam ideais para a realiza¢do dos experimentos
de silenciamento génico, pois dependendo do seu nimero de cdpia no genoma pode haver
efeito compensatdrio da expressao dos mesmos. Em geral, tem-se obervado que ha apenas
uma copia do gene que codifica a sintese da quitina sintase Il no genoma de insetos
(ARAKANE et al., 2004), mas para a broca-gigante essa informacdo ainda precisa ser
determinada. No caso das V-ATPases ndo foram encontrados trabalhos que discutam a
determinacéo do numero de copias do gene em qualquer organismo.

Outra explicagéo para as dificuldades encontradas nos experimentos de silenciamento
de genes da broca-gigante é a possibilidade de que os dsRNAs ndo estdo conseguindo
chegar até o alvo, seja por vias diferentes de absor¢do de dsRNAs, seja por degradacao
dessas moléculas pela acdo de RNases, ou até mesmo por problemas com a técnica de
microinjecdo. O método de entrega oral ja foi utilizado com sucesso para Diatraea
saccharalis, Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda e é considerado por alguns
autores como o método mais adequado, pois além de ndo ser invasivo, reproduz em parte
como o inseto se comportaria ao entrar em contato com o dsRNA na natureza
(BAUTISTA et al., 2009; RODRIGUEZ-CABRERA et al., 2010; YANG et al., 2010).
A expressdao de dsRNA em plantas transgénicas também conseguiu mostrar bons
resultados para o silenciamento de genes de Helicoverpa armigera e Nilaparvata lugens
(MAO et al., 2007; ZHA et al., 2011).

Dessa forma foi testada a entrega oral para larvas de T. licus licus de 20-30 dias, mas

0 que se descobriu € que, diferentemente de D. saccharalis, P. xylostella e S. frugiperda,
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a broca-gigante ndo se alimenta espontaneamente da gota de dieta contendo o dsRNA
(droplet feeding), nem se forem deixadas sem se alimentar por 24 horas. Dessa forma, foi
testada a entrega do dsRNA aplicando a solucdo diretamente na boca do inseto e
forgando-o a engolir. Para isso foi necessario utilizar as larvas de ultimo instar j& que as
larvas menores, além de serem muito sensiveis, eram pequenas demais para a aplicacao
da solucdo com micropipetas. Da mesma forma, 24 horas apds a administracdo de
dsRNAs para CHSB na concentracdo de 1.000 ng/pL, ndo houve qualquer indicacdo de
que o silenciamento estivesse ocorrendo (Figura 51).
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Figura 51. Anélise da quantidade relativa de transcritos de quitina sintase |1
(CHSB) por gRT-PCR 24 horas apds a alimentacdo forcada de larvas de
Gltimo instar de T. licus licus com 1.000 ng de dsRNA. O desvio padrdo foi
calculado entre as triplicatas experimentais para mostrar a variacdo dos
ensaios.

Para determinar se 0os dsRNAs poderiam ter sido degradados no organismo do inseto,
foi realizada a extracdo da hemolinfa e do homogenato intestinal de larvas de ultimo
instar. O material foi incubado em solugdes contendo 1.000 ng de dsRNA por 1 hora a 37
°C. O que foi possivel perceber é que em ambos os casos 0os dsSRNAs foram totalmente
degradados. Essas mesmas carateristicas foram observadas em S. frugiperda, e
contornadas ao utilizar um tampéo contendo EDTA, um agente quelante, o que protegeu a
sintese in vitro da acdo das enzimas presentes no suco gastrico (RODRIGUEZ-
CABRERA et al., 2010). Outro fator importante observado por esses autores foi a
diferenca na degradagdo do dsRNA dependendo do estado fisioldgico, ou seja, 0 suco
gastrico de insetos que se alimentaram normalmente apresentou taxas de degradacdo

muito maiores do que o de insetos que estavam em jejum.
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Foram preparados ensaios iniciais de degradacdo enzimatica do dsRNAs utilizando
uma solucdo contendo diferentes concentracdes de EDTA. A sintese in vitro do dsRNA
de 540 pb da quitina sintase 1l foi incubada junto com RNAseA (10 pg/mL) por 1 hora a
37 °C para determinar se havia algum efeito de degradacdo e em qual concentragcdo o
EDTA seria capaz de inibir a acdo enzimatica sobre o dsRNA. Apesar de a enzima
RNAseA clivar preferencialmente RNAs de fita simples, o seu efeito sobre dsRNAs
também pode ser observado (YAKOVLEV et al., 1995). Os resultados indicaram que, a
uma concentragdo de 50 mM o EDTA foi capaz de inibir a degradacéo do dsRNA (Figura
52). Dessa forma, foi testado o efeito de degradacdo de dsSRNA com a hemolinfa e o suco
gastrico de insetos alimentados e ndo alimentados. Em todos os ensaios, a hemolinfa
degradou completamente o dsRNA, mesmo utilizando a concentracdo de 50 mM de
EDTA (Figura 53). Nos ensaios com 0 suco gastrico, observou-se que ha diferengas de
degradacdo dependendo do estado fisioldgico do inseto. Quando o dsRNA foi incubado
junto com o homogenato intestinal de larvas que haviam sido alimentadas, houve
degradacdo do dsRNA em todas as concentracfes de EDTA testadas. Ao incubar o
dsRNA com o homogenato intestinal de larvas que estavam em jejum houve inibicdo da
degradacdo a partir de 0,5 mM de EDTA (Figura 54).
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Figura 52. Gel de agarose 1% mostrando o resultado do teste
de inibicdo da degradacdo de dsRNA por RNAaseA . As
concentragcdes de EDTA utilizadas foram: 0,1 mM, 0,5 mM, 1
mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM e 50 mM. Controle positivo sem
EDTA (+). Controle negativo sem RNAseA (-).
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Figura 53. Gel de agarose 1% mostrando o
resultado do teste de inibicdo da degradagdo de
dsRNA pela hemolinfa. As concentracdes de
EDTA utilizadas foram: 0,1 mM, 0,5 mM, 1
mM, 25 mM, 5 mM, 10 mM e 50 mM.
Controle positivo sem EDTA (+). Controle
negativo sem hemolinfa (-).
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Figura 54. Gel de agarose 1% mostrando o
resultado do teste de inibicdo da degradacdo de
dsRNA pelo homogenato intestinal de larvas
alimentadas e ndo alimentadas. As
concentracdes de EDTA utilizadas foram: 0,1
mM, 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM e
50 mM. Controle positivo sem EDTA (+).
Controle negativo sem homogenato intestinal (-).
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Com esses resultados foi possivel observar que a microinjecdo do dsRNA na
hemolinfa do inseto pode ndo ser a melhor estratégia, pois ha uma taxa muito alta de
degradacdo dos dsRNAs. Os resultados dos testes de inibicdo da degradacdo no
homogenato intestinal sugerem que o uso de EDTA a uma concentracdo de 1 mM pode
ser suficiente para evitar a acdo enzimatica das RNAses, quando as larvas sdo deixadas
previamente em jejum. Em uma tentativa de inibir a acdo de RNases in vivo foi preparada
uma solucéo contendo 1.000 ng de dsSRNA para CHSB, 1 mM EDTA e 5% de sacarose, a
qual foi novamente entregue as larvas por meio de alimentacdo forcada. Mesmo sob essas

condicdes, o silenciamento ndo pbde ser observado (Figura 55).
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Figura 55. Comparacgdo entre a quantidade relativa de transcritos de quitina
sintase Il (CHSB) realizada por qRT-PCR, 24 horas ap6s a alimentacdo
forgada de larvas de Gltimo instar de T. licus licus com uma solugdo contendo
1.000 ng de dsRNA e 1 mM EDTA. O desvio padrdo foi calculado entre as
triplicatas experimentais para mostrar a variacdo dos ensaios.

Com o intuito de testar uma forma alternativa de entrega do dsRNA para larvas de T.
licus licus foi utilizada a administracdo de bactérias na dieta do inseto. Apds expressdo
dos dsRNAs em células HT115, uma aliquota foi reservada para extracdo de RNA total e
checagem da expressdo da dupla fita (Figura 56). Ap6s uma semana se alimentando da
dieta contendo as bactérias que expressaram os dsRNAs, a analise da expressao dos genes
por meio de gRT-PCR, ndo mostrou nenhum efeito de silenciamento para quitina sintase
Il (Figura 57), nem para V-ATPase A (Figura 58).
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Figura 56. Eletroforese em gel de agarose 1%
de amostras de RNA total extraidas de células
bacterianas HT115 ap6s a inducdo da expressdo
de dsRNA. (1) RNA total da célula selvagem,
(2) RNA total da célula transformada com o
plasmideo contendo o gene de quitina sintase I,
(3) RNA total da célula transformada com o
plasmideo contendo o gene de V-ATPase A.
Em vermelho estda indicada a banda
correspondente ao dsRNA.
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Figura 57. Determinag&o da quantidade relativa de transcrits de quitina sintase
Il realizada por qRT-PCR ap6s adminstragdo de células HT115 selvagens ou
expressando dsRNA para quitina sintase Il a dieta de T. licus licus. O desvio
padrdo foi calculado entre as triplicatas experimentais para mostrar a variacéo
dos ensaios.
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Figura 58. Determinacdo da quantidade relativa de transcritos de V-ATPase
realizada por gRT-PCR ap6s adminstracdo de células HT115 selvagens ou
expressando dsRNA para V-ATPase A a dieta de T. licus licus. O desvio
padrdo foi calculado entre as triplicatas experimentais para mostrar a variagdo
dos ensaios.

O silenciamento de genes utilizando RNAI vem revolucionando os estudos de
genbmica funcional em diversos organismos, principalmente em insetos modelo como
Drosophila melanogaster (Diptera) e Tribolium castaneum (Coleoptera). Existem
diversos trabalhos de silenciamento de genes em lepidopteros, como B. mori, 0s quais a
técnica de RNA.I foi realizada com sucesso utilizando diferentes formas de administracao
dos dsRNAs. As dificuldades encontradas para realizar os experimentos de silenciamento
de genes de T. licus licus foram de encontro aos resultados obtidos para outros
lepidopteros. Como normalmente os grupos de pesquisa ndo publicam resultados
negativos, é dificil determinar se os problemas encontrados nesse trabalho também foram
observados para outros insetos da ordem Lepidoptera. Ao revisar os trabalhos de
silenciamento de genes de lepiddpteros, Terenius e colaboradores (2011) discutem sobre
os resultados positivos e, principalmente, os resultados negativos de diversos grupos de
pesquisa. Neste trabalho os autores relatam que a técnica de RNAI nem sempre gera 0s
resultados esperados. Os motivos pelos quais isso acontece ndo sdo exatamente claros,
acredita-se que a maquinaria utilizada nesses organismos seja uma causa provavel, ja que
ainda ndo foram caracterizados nesses organismos homélogos funcionais dos genes de
RARP (RNA polimerase dependente de RNA) e do transportador sid-1, responsaveis pela
amplificacdo do sinal de silenciamento e pela resposta sisttmica do RNAI,

respectivamente (TERENIUS et al., 2011). Outra explicacdo seria a existéncia de uma
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barreira no modo de entrega do dsRNA para as células. O modo como isso acontece ainda
é discutido, mas sabe-se que em Drosophila, por exemplo, ndo existe o gene sid-1 e que
ha uma relacdo especifica e direta entre a resposta de RNAI e o processo de endocitose.
Nesses insetos, 0 RNAI parou de funcionar quando foi feita a interrupgdo do processo de
endocitose pela acdo de agentes quimicos (HUVENNE e SMAGGHE, 2010). A acdo de
nucleases na hemolinfa e no suco gastrico pode ser outro fator que causa a degradacgéo
dos dsRNAs no organismo (ARIMATSU et al., 2007).

De acordo com Terenius e colaboradores (2011), vérios aspectos devem ser
considerados quando ha& necessidade de realizar experimentos de RNAI, especialmente
em lepidopteros: o tecido em que os dsSRNAs irdo atuar; se os genes alvo fazem parte do
processo imunoldgico; a quantidade de dsRNA a ser utilizada, a forma de entrega e se
eles interferem em outras vias, como as vias de miRNAs. Ainda assim, a taxa de
silenciamento em lepidopteros permanece muito baixa e somente com o estudo completo
das vias de RNAI nesses organismos é que se sabera a real condi¢do da aplicacdo dessa

técnica nesse grupo de insetos.
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4. Conclusotes

Foram realizados estudos para tentar compreender a fisiologia e a biologia molecular
de T. licus licus. Para isso foi necessario um trabalho de validacdo de genes de referéncia para
serem utilizados em analises de expressdo por meio de qRT-PCR em diversas fases do ciclo
de vida do inseto. O processo de validacdo dos genes por meio dos programas geNorm,
NormFinder e Bestkeeper permitiu identificar quais os genes apresentaram maior estabilidade
e que podem ser utilizados como referéncia em estudos de quantificacdo relativa. Em cada
fase do ciclo de via de T. licus licus foi determinada uma estabilidade diferente entre os genes
de referéncia. Se em algum momento houver a necessidade de analisar a expressdo de genes
em tecidos especificos, aconselha-se que um novo trabalho de validacdo de genes de
referéncia seja realizado.

Os ensaios de RNAIi ndo foram totalmente esclarecedores. Foram testadas diversas
formas de introducdo dos dsRNAs nos insetos, assim como diferentes alvos, diferentes
tamanhos e diferentes concentragdes de dsSRNAs. Os resultados obtidos fazem parte de um
extenso debate que existe na comunidade cientifica sobre o mecanismo de funcionamento de
RNAI em lepidopteros, porém ainda ndo excluem a possibilidade de o silenciamento ocorrer
de maneira diferente. Os dados ndo permitem concluir se 0s dsRNAs estdo conseguindo
atingir o alvo desejado ou se sdo degradados no organismo dos insetos. Outro fator limitante
desta técnica diz respeito a constancia com que as larvas ingeriram o dsRNA, é possivel que
seja necessario um tempo maior para que os efeitos do silenciamento aparecam. Além disso,
ainda ha duvidas sobre a eficiéncia da técnica de microinjecdo, ja que foram utilizadas larvas
muito pequenas, o0 que pode inviabilizar a anélise dos dados. Estudos de microinjecéo
utilizando microscopia podem contribuir para o aperfeigoamento da técnica.

Outra maneira de estudar o efeito do RNAI a partir de captacdo constante e por um
tempo prolongado é a utilizacdo de plantas transgénicas e esse devera ser o proximo passo do

estudo de RNAi em T. licus licus.
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Capitulo 1V — Transformacao genética de cana-de-agucar
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1. Introducéo
1.1 Melhoramento genético e Transformacao de cana-de-agucar

A cana-de-aclcar é uma planta de grande interesse econdmico, pois dela podem ser
obtidos diversos produtos. Toda a planta pode ser utilizada em processos industriais, pois sua
biomassa contém grande quantidade de agUcares, lignina, celulose e hemiceluloses. Hoje a
cana-de-agUcar serve para producdo de alimento, farmacéuticos e de energia. O setor
sucroalcooleiro vem ganhando amplo espaco tanto nacional como internacionalmente, gracas
a necessidade e a constante busca de novas fontes de energia, principalmente energia
renovavel. Até o momento, o etanol produzido de cana ainda é obtido através de fermentacéao
do caldo, mas agora as pesquisas estdo evoluindo para o desenvolvimento de biocombustiveis
de segunda geracdo a partir da degradacdo de componentes do bagaco como a celulose
(GOEBEL e SALLAM, 2011).

Mesmo apresentando o sistema de producdo de acglUcar e etanol mais eficiente do
mundo, o crescimento da demanda por esses produtos no Brasil exige uma expansao da area
cultivavel e aumento da produtividade. Com isso crescem as preocupagdes quanto a demanda
de &gua, a poluicdo do solo e do ar e também quanto a fatores que afetam a producédo, como a

imprevisibilidade do clima, fatores abidticos e o ataque de doencas e pragas.

Existem mais de 1500 espécies de insetos que atacam as lavouras de cana-de-agucar
em todo o mundo (BOX, 1953). No Brasil, a broca da cana D. saccharalis tem sido a praga
mais devastadora durante muitos anos, mas o uso do controle bioldgico vem sendo realizado
com sucesso para manter a populacdo deste inseto em niveis baixos. Entretanto, apos relatos
da presenca da broca-gigante em canaviais do estado de S&o Paulo surgiu uma grande
preocupacdo, pois este inseto ndo possui nenhum inimigo natural conhecido e 0 uso de
pesticidas quimicos tem sido ineficaz (BOTELHO; GARCIA; MACEDO, 2006). Dessa

maneira a identificacdo de formas alternativas para o seu controle torna-se uma exigéncia.

Apesar de ser a forma principal de obter novas cultivares, o melhoramento genetico
convencional por meio de cruzamentos é um processo laborioso, que consome tempo e que
depende de fatores como época de florescimento, viabilidade do pdlen da variedade doadora,
incompatibilidade genética ou citoplasmatica, entre outros (CESNIK e MIOCQUE, 2004).
No caso da cana-de-agucar essa inviabilidade torna-se ainda mais evidente devido a falta de
germoplasmas que possam ser utilizados para a introgressdo de resisténcia ao ataque de
insetos (WENG et al., 2011).
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O uso de transgenia em cana-de-acUcar tem sido uma estratégia amplamente estudada
e utilizada para a introducdo de caracteristicas de interesse. Atualmente existem plantas
transgénicas de cana-de-agucar com diversas caracteristicas de interesse comercial, como
plantas contendo o gene nptll (ARENCIBIA et al., 1998, BOWER et al., 1996; ELLIOTT et
al., 1998; GAMBLEY; FORD; SMITH, 1993), resistentes a herbicidas (CHOWDHURY e
VASIL, 1993; GALLO-MEAGHER e IRVINE, 1996; MANICKAVASAGAM et al.,
2004), ao virus do mosaico (BUTTERFIELD et al., 2002; INGELBRECHT; IRVINE;
MIRKOV, 1999), ao virus Fiji (MCQUALTER et al., 2004), a bactéria causadora da
escaldadura das folhas (ZHANG; XU; BIRCH, 1999), ao estresse hidrico (MOLINARI et al.,
2007; ZHANG et al., 2006) e com alteragdes metabélicas (ENRIQUEZ et al., 2000;
MCQUALTER et al., 2005; SANTOSA et al., 2004; VICKERS et al., 2005).

Foram obtidas também, plantas transgénicas resistentes a insetos expressando uma
toxina CrylAb (BRAGA et al., 2003), uma toxina CrylAb truncada (ARENCIBIA et al.,
1999; ARENCIBIA et al., 1997), uma toxina CrylAc (WENG et al., 2011), expressando
inibidores de proteases (CHRISTY et al.,, 2009; FALCO e SILVA-FILHO, 2003) e
expressando lectinas (SETAMOU et al., 2002). Esses dados sdo animadores e indicam que a
identificacdo e expressdo de moléculas toxicas contra a broca-gigante em plantas transgénicas

de cana-de-agUcar podem levar a diminuicdo dos ataques do inseto nas lavouras.

Para a transformacdo de plantas de cana-de-aclcar, 0s métodos mais utilizados sdo o
uso da bactéria Agrobacterium tumenfaciens e da biobalistica. A transformacdo mediada por
agrobactéria produz linhagens transgénicas com baixo nimero de copias do DNA transferido
(T-DNA), permite transferir longas cadeias de DNA com risco pequeno de quebra durante a
insercdo e permite maior estabilidade de integracio do DNA no genoma ao longo das
geracOes. Porém no caso da cana-de-agucar e de monocotiledonias em geral, 0 uso desta
ferramenta € restringido a algumas poucas variedades e com baixa eficiéncia (JACKSON;
ANDERSON; BIRCH, 2013).

Atualmente, o método de biobalistica tem sido o mais utilizado para o
desenvolvimento de eventos de cana-de-agucar transgénica. O uso desta ferramenta para a
introducdo do DNA no genoma da planta ndo depende do genotipo a ser utilizado, mas
necessita, principalmente, do desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos e de
regeneracdo de plantas, as quais j& vém sendo aperfeicoadas em trabalhos recentes
(BASNAYAKE; MOYLE; BIRCH, 2011; 1JAZ et al.,, 2012). Contudo, uma limitacdo

inerente a essa ferramenta deve-se a chance maior de inser¢des multiplas do transgene,
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resultando em silenciamento ou instabilidade da integracdo no genoma das plantas
(LESSARD et al., 2002), além de apresentar um risco de insercdo de partes do backbone do
vetor de transformacdo. Ao transformar calos embriogénicos de cana por meio de
agrobactéria e biobalistica, Jackson e colaboradores (2013) avaliaram a eficiéncia, a
estabilidade da inser¢do e o nimero de coOpias do gene reporter da enzima luciferase. Ao
transformar células da variedade Q117 utilizando diferentes concentracGes do vetor inteiro e
também diferentes concentra¢fes apenas do cassete de expressao, os autores observaram que
0 uso de baixas concentragdes (cerca de 6 ng) do cassete de expressdo pode melhorar a

qualidade dos eventos obtidos.

Assim, com o desenvolvimento ou atualizacéo de ferramentas para a transformacéo de
plantas, associados a identificacdo de variedades mais responsivas a cultura de tecidos e a
regeneracgao, espera-se que o tempo de obtencdo de novas cultivares seja reduzido bem como
abrira a possibilidade de introducdo de caracteristicas que ndo sdo encontradas naturalmente

nos germoplasmas de cana (JAIN et al., 2007).

O objetivo do presente trabalho € o de transformar calos embriogénicos de cana-de-
acucar, visando a obtencdo de plantas resistentes ao ataque de T. licus licus, contendo
contrucBes génicas que permitam a expressdo de toxinas Cry, estudadas no capitulo Il
deste estudo e de dsRNAs, estudados no capitulo 111, visando uma estratégia alternativa
de administracdo ds dupla fita de RNA para larvas neonatas da broca-gigante.
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2. Material e Métodos
2.1 Material vegetal

Plantas de cana-de-acucar, variedade RB855156, com 6 a 9 meses de cultivo foram
utilizadas para os estudos. Esta variedade foi escolhida por apresentar as caracteristicas como
precocidade, alta produtividade, riqueza e por ser uma das variedades mais cultivadas no pais.
Além disso, estudos anteriores mostraram que essa variedade apresentou grande capacidade
para producdo de calos embriogénicos in vitro assim como boa resposta de regeneracdo de

plantas em cultura de tecidos.
2.2 Fonte de explantes e cultura de tecidos

O ponteiro da cana, que consiste na porcdo apical da planta e que contém a regido
meristematica foi cortado de plantas cultivadas no campo experimental da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Apés a retirada das folhas mais externas, os ponteiros foram
cortados em cilindros de aproximadamente 2 x 10 cm. Em seguida o material foi desinfestado
durante 1minuto em etanol 70% (v/v), lavado em &gua corrente com esponja e detergente, e
novamente desinfestado por 1 minuto em etanol 70% (v/v). Os ponteiros foram entdo
submetidos a tratamento com hipoclorito de sodio 2 — 2,5% (v/v) por 20 minutos com
agitagdo e enxaguados cinco vezes em agua destilada autoclavada. Foi realizada a remocéo de
duas a trés folhas externas em fluxo laminar para a exposic¢éo do palmito, segmento de folhas
imaturas que envolvem o meristema apical. Segmentos transversais de 2-3 mm foram
cortados e em seguida inoculados em frascos de vidro contendo meio MS3C, que consiste no
meio MS basal (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 2,4D 3 mg/L, acido
citrico 50 mg/L e agua de coco 50 ml/L. As culturas foram mantidas no escuro a 25+2 °C por
4 — 6 semanas. Os calos embriogénicos que surgiram nos explantes foram individualizados e
transferidos para meio MS3C. Foram realizados 3 a 5 subcultivos em intervalos de 15 dias
para promover o rapido crescimento dos calos embriogénicos e também facilitar a eliminacao

dos calos ndo embriogénicos.
2.3 Transformacao genética de cana-de-agucar

Para a transformacdo, calos embriogénicos foram transferidos para meio MS3C fresco
dois dias antes dos experimentos. 1sso permitiu renovar os nutrientes e fortalecer as células

para garantir uma melhor recuperacdo do material apds a transformacéo.
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Previamente aos disparos das microparticulas, os calos foram incubados em meio
osmotico (Anexo XIII) por quatro horas, de acordo com VAIN e colaboradores (1993). .

A suspensdo de microparticulas foi preparada de acordo com SANFORD; SMITH;
RUSSELL (1993), utilizando 83 pL de suspensdo de particulas (60 mg/mL); 8,3 uL do vetor
(1 pg/uL); 83 pL CaCl, (2,5 M) e 33 pL de espermidina (0,1 M). Apos a precipitacdo das
particulas contendo o0 DNA, as mesmas foram lavadas uma vez em etanol 70%, uma vez em
etanol absoluto e eluidas em 58 pL de etanol absoluto. Cinco microlitros da suspensdo de
microparticulas foram distribuidos em membrana carreadora e secas em suporte contendo
silica gel. Particulas de tungsténio M-10 foram utilizadas para os experimentos. O acelerador
de microparticulas (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia) foi utilizado com pressao
de vacuo de 27 polegadas de Hg. A pressao de ruptura de disco usada e distancia da prateleira
(distancia percorrida pela microparticula até atingir os calos) foram de 1.200 psi € 90 mm,
respectivamente. Imediatamente ap6s os disparos, os calos foram mantidos em meio
osmotico por quatro horas, em seguida foram transferidos para meio MS3C e incubados no
escuro a 252 °C por dois dias.

Apo6s a recuperacdo dos calos, os mesmos foram transferidos para meio MRP
contendo 1,5 M de glufosinato de amonio, BAP e ANA para estimular a regeneracdo das
plantas (Anexo XIV). O material foi mantido a 25+2 °C sob fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 30 pmol m? s™. Plantas enraizadas in vitro foram transplantadas
para copos de 200 mL contendo 2 partes de terra e 1 parte de substrato comercial
(Plantmax™) e cobertas com uma pelicula pléstica por 1 semana para estimular e acelerar o

processo de aclimatacdo. Em seguida as plantas foram transferidas para casa de vegetacéo.
2.4 VVetores para transformacéao

Para a transformacdo de plantas de cana-de-agucar foram escolhidas regifes de 150 pb
do gene da quitina sintase Il e V-ATPase A da broca-gigante visando desenvolver uma forma
alternativa de entrega de dsRNAs para as lagartas. Além disso, também foi escolhido o gene
que codifica a toxina Cry2Aa. Apesar de ter apresentado menor atividade, se comparada as
toxinas da familia CrylA (Cap. Il, se¢do 3.2), essa toxina ainda apresentou uma alta taxa de
mortalidade de larvas neonatas de T. licus licus. Desta forma, como ainda n&o existem relatos
de cana-de-agUcar transformada com toxinas da classe Cry2 o referido gene foi selecionado

para caracterizacdo de sua atividade in vivo contra o inseto.

A sequéncia dos genes, incluindo sitios de enzimas de restri¢cdo (Sfil, Kpnl, Ncol,

EcoRV, Pstl e Xhol) para facilitar subclonagens, promotor de actina de arroz (OsAct-1),
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terminador T35S e intron (RGA2 — para a formacdo do grampo dos dsRNASs) foram
sintetizadas pela empresa Epoch Biolabs, INC (Missouri city — TX) tendo como base o
cassete de expressdo dos vetores pIPKb003 e pIPKb008 (HIMMELBACH et al., 2007).
Foram sintetizadas quatro construgdes, uma contendo a sequéncia de 150 pb do gene da
quitina sintase Il, outra contendo a sequéncia de 150 pb do gene da V-ATPase A, uma
construcdo contendo as duas sequéncias de 150 pb para ambos 0s genes e uma construgédo
contendo o gene da toxina Cry2Aa (Figura 59). As sequéncias para expressdo de dsRNAs
foram obtidas a partir de contigs obtidos do transcritoma da broca-gigante, enquanto o gene
cry2Aa, correspondente a regido da toxina ativa, foi obtido do GenBank (NUmero de acesso:
AF273218) (Anexo XV). O material sintetizado foi clonado no sitio de Sfil do vetor de

transformacédo de plantas p7iU (DNA Cloning Service — http://www.dna-cloning.com/)

(Figura 60), que contém o gene de selecdo (pat/bar) de resisténcia ao herbicida glufosinato de
amonio, sob a regulacdo do promotor de ubiquitina de milho (Ubi-1) (CHRISTENSEN e
QUAIL, 1996).

Para confirmacdo da clonagem dos genes foi realizada PCR utilizando o0s
iniciadores da tabela 13. As condicfes da reacdo foram: 20 ng de cada plasmideo, tampéo de
PCR [1X], dNTP mix [0,4 mM], MgCl, [3 mM], iniciadores [0,48 uM], Taqg DNA
polimerase Ludwig Biotec [2,5 U] em um volume final de 20 pL. Foram utilizados os
seguintes parametros: 95 °C por 5 minutos seguidos de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos,

60 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto e extenséo final a 72 °C por 5 minutos.

Tabela 13. Iniciadores utilizados para a confirmacdo da presenca dos genes nos
cassetes de expressao.

Iniciador Sequéncia (nt)
cry2AaSacfwl 5 CCTGTTICCTTTATCAATAAC 3°
cry2AaSacrvl S’ AGGGAAGGTAATAGAAAGCC 37
OsActlfwl S’ CCTCAGCATIGTICATCGGT 3
RGA2rvl S’CAGTATGAAGATACACTATCC 3°

Detalhes: Iniciadores cry2AaSacfwl e rvl foram utilizados para
amplificacdo do gene cry2Aa. Os iniciadores OsActlfw e RGA2rvl foram
utilizados para amplificacdo da regido entre o promotor e o intron dos
cassetes de expressao contendo as sequéncias para sintese de dsRNAs.
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Figura 59. Cassetes de expressdo para transformacdo de cana-de-aglcar. A) Construcdo contendo a sequéncia
do gene da quitina sintase Il para expressdo de dsRNA. B) Sequéncia do gene da VATPase A para expressdo de
dsRNA. C) Sequéncia contendo 0s genes da quitina sintase 1l e VATPase A para expressdao de dsRNA. D)
Construcdo contendo o gene da toxina Cry2Aa.
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Figura 60. Mapa do vetor p7iU utilizado para transformagdo de cana-de-aglcar. O cassete de selecdo ao
herbicida glufosinato de aménio consiste do promotor de ubiquitina de milho (Ubi-int), gene que codifica a
enzima fosfinotricina acetiltransferase (pat) e terminador (T35S).
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2.5 Ensaios histoquimicos

Foram realizados ensaios histoquimicos de GUS para avaliar a eficiéncia dos
protocolos de precipitacdo e disparo de microparticulas. O vetor pAHC25 (CHRISTENSEN e
QUAIL, 1996) foi utilizado para transformar folhas de tabaco (Nicotiana tabacum),
cotilédones e embrides de feijdo (Phaseolus vulgaris) e calos embriogénicos de cana
variedade RB855156. Quatro horas apds os disparos, o material foi incubado em solucéo de
X-GLUC por 24 horas a 37 °C, de acordo com BRASILEIRO; CARNEIRO (1998) a fim de

identificar os pontos indicativos da atividade da enzima B-glucuronidase.
2.6 Teste de resisténcia das plantas ao herbicida Finale®

O material vegetal acondicionado em casa de vegetacdo foi mantido a uma
temperatura constante de 25 °C. Ap6s duas semanas, foi realizada a pulverizagdo das plantas
com o herbicida Finale® diluido a 1% do agente ativo glufosinato de aménio. Apds o
tratamento as plantas escape que apresentaram sinais claros dos efeitos do herbicida foram
descartadas. Aquelas que sobreviveram foram selecionadas para confirmacdo da

transformacéo por meio de PCR e Southern blot.

2.7 Andlisa da presenca do transgene no genoma da planta

O DNA gendmico foi extraido de 50 mg de folhas das plantas transformadas e ndo
transformadas (variedade RB855156) utilizando-se o Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

A anélise da presenca do transgene no genoma das plantas foi realizada inicialmente
por meio de PCR onde, 100 ng de DNA genémico foram adicionados a reacdo contendo:
tampdo de PCR 1X, MgCl, 2mM, dNTP 0,2 mM, iniciador senso (5° -
CCTGTTCCTTTATCAATAAC — 3°, para a construgdo contendo o gene Cry2Aa) ou (5’ —
CCTCAGCATTGTTCATCGGT -3°, para as contru¢des contendo o fragmento génico da
quitina sintase Il e da V-ATPase A) 0,2 uM, iniciador antisenso (5’
AGGGAAGGTAATAGAAAGCC - 3°, para construgcdes contendo o gene cry2Aa) ou (5° —
CAGTATGAAGATACACTATCC - 3’), para a construgdo contendo o fragmento génico da
quitina sintase Il e da V-ATPase) 0,2 uM; 0,1 U Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec) e
agua bidestilada para um volume final de 10 pL. As condicdes da reacdo foram: 94 °C por 1
minuto, 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto e

uma etapa final de 72 °C por 5 minutos.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Obtencao dos calos embriogénicos

Calos de cana da variedade RB855156 foram obtidos de segmentos transversais de
folhas imaturas inoculados em meio MS3;C (HEINZ e MEE, 1969). Ap6s um periodo de 4 - 6
semanas foi realizada inspecéo visual com auxilio de um microscopio esteroscopico (Stemi
SV6 Carl Zeiss) para a identificacdo e selecdo de calos embriogénicos com caracteristicas
morfoldgicas especificas tais como, calo nodular, ndo mucilaginoso, friavel, compacto e
branco-amarelado. Os calos embriogénicos foram subcultivados por mais 45 - 75 dias e entdo

utilizados para transformac&o via biobalistica (Figura 61).

Figura 61. Cultura de tecidos de cana-de-aglcar. A) Discos foliares desenvolvendo calos apds
incubagdo por 4 - 6 semanas em meio MS;C. B) Observacéo de caracteristicas morfolégicas como cor,
forma e consisténcia. C) Sele¢do e subcultivo de calos embriogénicos. D) Calos embriogénicos
inoculados em meio osmatico previamente aos disparos das microparticulas.
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3.2 Teste do protocolo de precipitacdo e de transformacéo

Os ensaios histoquimicos de GUS permitiram observar que todos os tecidos
apresentaram expressdo da enzima B-glucuronidase 24 horas apds os tiros, mesmo utilizando
um vetor construido com o gene repérter sob o controle do promotor de ubiquitina de milho,
que possui atividade mais acentuada em monocotileddneas (Figura 62). Esses dados
mostraram que o0s protocolos de precipitacao e de disparo de microparticulas eram adequados
para a transformacao de calos de cana da variedade RB855156.

Figura 62. Ensaio histoquimico da atividade da enzima B-glucuronidase em: A) Folhas de
tabaco. B) Embrides de feijdo. C) Cotilédones de feijdo e D) Calos embriogénicos de cana.

3.3 Construcao dos vetores

Apos a sintese dos cassetes de expressdo e da subclonagem no vetor p7iU foi
realizada uma PCR utilizando os primers da tabela 13 para confirmagdo da presenca dos
genes. Além disso, foi realizada a digestdo dos vetores com a enzima Sfil para a liberagéo e
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confirmacgédo do tamanho dos cassetes de expressdo. De acordo com os resultados da PCR,
todos os fragmentos apresentaram o tamanho esperado, de 272 pb para P7iU-CHSB e P7iU-
VATPase, de 422 pb para P7iU-CHSB-VATPase e de 543 pb para p7iU-Cry2Aa (Figura 63).
De acordo com os resultados da digestdo com Sfil, os cassetes de expressdao também
apresentaram 0s tamanhos esperados, que eram de 2243 pb para P7iU-CHSB e P7iU-
VATPase, de 2543 pb para P7iU-CHSB-VATPase e de 3353 pb para P7iU-Cry2Aa (Figura
64).

1 g e
600pb—> i . .
E - B.

Figura 63. Aliquota de PCR submetida a eletroforese em gel de
agarose 1% para confirmacdo da presenca dos genes nos
vetores de transformacéo de cana. (M) 100 pb DNA ladder. 1)
P7iU-Cry2Aa. 2) DNA gendmico de cana variedade RB855156
ndo transformada. 3) Controle negativo H,0. 4) P7iU-CHSB.
5) P7iU-VATPase. 6) P7iU-CHSB-VATPase. 7) DNA
gendmico de cana variedade RB855156 ndo transformada. 8)
Controle negativo H,O. Reagbes 1-3 (iniciadores 29 - 30).
Reacdes 4 - 8 (iniciadores 39 - 40).
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Figura 64. Aliquota da digestdo dos vetores com
Sfil submetida a eletroforese em gel de agarose 1%
para confirmacdo dos tamanhos dos cassetes de
expressdo. (M) 1 Kb Plus DNA ladder. 1) P7iU-
CHSB. 2) P7iU-VATPase. 3) P7iU-CHSB-
VATPase. 4) P7iU-Cry2Aa.
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3.4 Transformacéo de calos e regeneracao de plantas

Foram realizados 10 disparos de microparticulas para cada construcdo contra calos

embriogénicos de cana variedade RB855156, totalizando 40 tiros. Cada placa continha cerca

de 60 calos embriogénicos. As células foram inoculadas em meio MRP para permitir a

selecdo e regeneracdo das plantas resistentes ao herbicida. O esquema de obtencdo das

plantas transformadas ap0s os disparos pode ser observado na figura 65.

- ~2

Acao do herbicida sobre os
calos embriogénicos

Regeneragio de plantas

Figura 65. Esquema da sele¢do dos calos resistentes ao herbicida glufosinato de aménio e regeneragéo
das plantas.
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3.5 Teste de resisténcia a aplicacao de herbicida

As plantas mantidas em casa de vegetacdo foram pulverizadas com uma dilui¢do do
herbicida Finale®. Ap6s uma semana, foi possivel observar os efeitos sobre as plantas
que ndo haviam sido transformadas. As folhas comecaram a apresentar manchas
arroxeadas e, em seguida, comecaram a secar levando o material susceptivel & morte
(Figura 66). As plantas que aparentemente ndo sofreram os efeitos do herbicida foram
selecionadas para a confirmacdo da transformacéo. De cerca de 130 plantas pulverizadas
14 sobreviveram, sendo quatro contendo a construcdo P7iU-CHSB, duas contendo a
construcdo P7iU-VATPase e oito contendo a construcdo P7iU-Cry2Aa.

3.6 Analise dos transformantes por PCR

O material genético das plantas que sobreviveram a aplicacdo do herbicida foi
extraido e utilizado em PCR para determinacdo da presenca do transgene no genoma.
Resultados preliminares mostraram que a transformacdo de calos embriogénicos de cana-
de-acUcar por biobalistica foi realizada com sucesso (Figura 67). No momento ainda estéo
sendo realizados os experimentos de extracdo de DNA gendmico do restante das plantas
que, ainda encontram-se muito pequenas. Logo que todo o material seja obtido em
quantidades suficientes serdo realizados os experimentos de PCR e Southern blot para

determinar a presenca do transgene e o nimero de copias dos mesmaos.
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Figura 66. Efeito da pulverizacdo do herbicida sobre plantas
transformadas. A) Cento e trinata e duas plantas foram tratadas com o
herbicida Finale®. B) Detalhe de uma planta pulverizada que néo sofreu 0s
efeitos do herbicida. C) Foram obtidas 14 plantas que sobreviveram ao
tratamento.
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Figura 67. Gel de agarose 1% contendo uma aliquota do produto de PCR
submetido a eletroforese para andlise da presenca do transgene no genoma das
plantas de cana-de-acUcar transformadas por biobalistica. Quitina sintase Il
(CHSB), V-ATPase A e Cry2Aa. p7iU-CHSB, p7iU-V-ATPase e p7iU-Cry2Aa
correspondem aos plasmideos utilizados para transformacdo das plantas e que
foram utilizados na PCR como controle positivo. Planta ndo transformada (NT).
Marcador de peso molecular (100 pb).
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4. Conclusobes

Visando desenvolver uma forma alternativa de oferecer moléculas potencialmente
toxicas as larvas da broca-gigante foram realizados experimentos de transformacdo genética
de plantas de cana-de-acUcar para a expressdo de dsRNA e da toxina Cry2Aa. A construcao
para expressdo de dsRNA in planta difere da utilizada no capitulo 111 do presente estudo por
permitir a sintese de uma dupla fita de RNA contendo um grampo (hairpin). Esse grampo
pode auxiliar na protecdo do dsRNA contra a acdo das RNases presentes no homogenato
intestinal da broca-gigante. O material transformado encontra-se em processo de analise
quanto a presenca do transgene do genoma das plantas. As plantas que apresentaram folhas
grandes o suficiente foram utilizadas para extracdo de DNA gendémico e analise da presenca
do transgene por PCR. Até o momento foram obtidas trés plantas transgénicas, uma para cada
construcdo (p7iU-CHSB, p7iU-V-ATPase e p7iU-Cry2Aa). Tao logo seja confirmada a
presenca dos transgenes nas plantas restantes sera realizado estudo para determinar o niUmero
de copias do transgene no genoma das plantas por Southern blot. As plantas transgénicas
serdo utilizadas em bioensaios com larvas neonatas de T. licus licus para avaliagdo dos efeitos

das moléculas sobre o desenvolvimeto do inseto.
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Conclusbes gerais

e Um novo banco de dados de sequéncias de cDNA de T. licus licus de alta qualidade e
representatividade foi gerado. Cerca de 24.000 contigs enriquecerdo o banco de dados
que contém apenas 109 sequéncias de DNA mitocondrial;

e Foram identificadas trés sequéncias de aminopeptidases N que podem participar do
mecanismo de acao de toxinas Cry em lepidopteros;

e Foi desenvolvida uma nova metodologia de criacdo de larvas em laboratorio. Este
trabalho encontra-se em processo de patente;

e A atividade de quatro toxinas Cry foi determinada em bioensaios com larvas neonatas
de T. lLicus licus e sua LCsg determinada;

e Estudos de dindmica molecular e docking molecular mostaram que a APNA4TI
apresentou potencial para atuar como receptor de toxinas Cry;

e Foram realizados estudos de validacdo de genes de referéncia para ensaios de analise
de expressao de genes por qRT-PCR;

e O silenciamento de genes por meio de RNAIi € uma técnica qua ainda devera ser
aperfeicoada para estudos de expressdo de genes em T. licus licus;

e Foram iniciados experimentos de transformacdo de plantas de cana-de-acgUcar,

visando desenvolver uma forma alternativa de controle do inseto.
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Apéndices

Apéndice |. Representacdo esquematica da ligacao da toxina CrylAa a APN1TI. A) Viséo geral
da ligagdo. B) Mesma imagem representada pela superficie das proteinas (azul: APNL1TI; verde:
CrylAa; vermelho: regido de ligacdo; preto: alca 2 e laranja: alga3). C) Aproximacdo da
imagem para detalhar a interagdo entre as proteinas.

Apéndice I1. Representacdo esquematica da ligagdo da toxina CrylAb a APN1TI. A) Visdo geral da
ligacdo. B) Mesma imagem representada pela superficie das proteinas (azul: APNL1TI; verde: CrylAb;

vermelho: regido de ligacdo; preto: alca 2 e laranja: alga3). C) Aproximacdo da imagem para detalhar a
interacdo entre as proteinas.
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Apéndice I1l. Representacdo esquematica da ligacdo da toxina CrylAc a APN1TI. A) Visdo geral da ligagio.
B) Mesma imagem representada pela superficie das proteinas (azul: APNL1TI; verde: CrylAc; vermelho: regido
de ligacdo; preto: alga 2 e laranja: alca3). C) Aproximacdo da imagem para detalhar a interacdo entre as
proteinas.

Apéndice IV. Representagdo esquematica da ligacdo da toxina CrylAb a APN3TI. A)
Visdo geral da ligacdo. B) Mesma imagem representada pela superficie das proteinas (azul:
APNB3TI; verde: CrylAb; vermelho: regido de ligacdo; preto: alca 2 e laranja: alca3). C)
Aproximacdo da imagem para detalhar a interacéo entre as proteinas.
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Apéndice V. Representacio esquematica da ligagdo da toxina CrylAc a APN3TI. A) Visdo geral
da ligacdo. B) Mesma imagem representada pela superficie das proteinas (azul: APN3TI; verde:
CrylAc; vermelho: regido de ligacdo; preto: al¢a 2 e laranja: alga3). C) Aproximacao da imagem
para detalhar a interagdo entre as proteinas.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

Hydrogen bonds

PDB code: t566

Chains A }[ B

Lo ATOM 1
Atom Atom Res Res
no. name name no.
1370 NH2 ARG 139
1426 0Dl ASP 144
1427 O0D2 ASP 144
1455 0 THR 146
1451 O0OG1 THR 146
1461 W LYS 148
1480 NE ARG 149
1486 NH2Z ARG 149
1500 WE1 TRP 150
1834 O0OE1 GLU 184
1835 O0OE2 GLU 184
1849 O0OD1 ASP 186
1845 0OD1 ASP 186
1850 0OD2 ASP 186
2246 WE2 HIS 228
2472 0D1 ASN 249
7480 ND2 ASN 737
7857 0OD1 ASP 797

114.
115.
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151.
152.

< ATOM 1
Atom Atom Res Res
no. name name no.
375 0 PRO 36
378 CA ALA 37
380 C ALA 37
380 C ALA 37
380 C ALA 37
381 O ALA 37
381 0 ALA 37
381 0 ALA 37
381 O ALA 37
379 CB ALA 37
379 CB ALA 37
379 CB ALA 37
379 CB ALA 37
379 CB ALA 37
382 N GLY 38
382 W GLY 38
382 N GLY 38
384 CA GLY 38
384 CA GLY 38
41% CA THR 43
424 C THR 43
424 C THR 43
425 0 THR 43
425 0 THR 43
425 0 THR 43
425 0 THR 43
421 0&1 THR 43
423 (G2 THR 43
423 CG2 THR 43
423 (G2 THR 43
1366 CEZ ARG 139
1366 CZ ARG 139
1367 NH1 ARG 139
1367 WH1 ARG 139
1367 NH1 ARG 139
1370 NH2Z ARG 139
1848 CG ASP
1848 CG ASP
1848 CG ASP
1848 CG ASP
184% 0OD1 ASP
184% 0OD1 ASP
184% 0OD1 ASP
184% 0OD1 ASP
1850 0OD2 ASP
1850 0OD2 ASP
1850 0OD2 ASP
1850 0OD2 ASP
1850 0OD2 ASP
185% CD2 FHE
185% (D2 PHE
1860 CE1 PHE
1860 CEl1 PHE
1860 CE1 FHE
1861 CE2 FHE
1862 CI FPHE
1869 06 SER
186% 0OG SER
2245 (D2 HIS
2246 NEZ2 HIS
2246 NEZ2 HIS
2246 NEZ2 HIS
2461 0OD1 ASN
2472 0D1 ASK
2472 0D1 ASK
T480 ND2 ASN
7480 NWD2 ASN
7856 CG ASP
7856 CG ASP
7836 CG ASP
7857 0OD1 ASP
7857 0OD1 ASP
7857 0OD1 ASP
7858 0OD2 ASP
7858 0OD2 ASP

bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbg
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186
186
186
186
186
187
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i88
228
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797
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Number of hydrogen bonds:
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Number of non-bonded contacts:

Anexo I. Interagdes formadas entre CrylAa e APN1Ms. Cadeia A (APN1Ms). Cadeia B (CrylAa).

no. name name
3388 0OD1 ASN
3308 NHZ ARG
3309 NH2 ARG
3349 N LET
3303 NE ARG
3357 0 LET
3339 0 ILE
3330 0 ARG
33%3 0O ASN
2501 NH2 ARG
2498 NH1 ARG
3323 NH1 ARG
3326 NH2 ARG
2501 NHZ ARG
3320 NE ARG
3306 NH1 ARG
2818 0 GLY
2806 NH1 ARG
<= ATOM
Atom Atom Res
no. name name
2498 NH1 ARG
2494 CD ARG
4032 CE1 TYR
4035 CZ TYR
4036 OH TYR
4031 CD1 TYR
4032 CE1 TYR
4035 CZI TYR
4036 0OH TYR
2504 C ARG
2505 0O ARG
2492 CB ARG
2493 CG ARG
4034 CE2 TYR
2497 CZI ARG
2498 NH1 ARG
4036 OH TYR
2498 NH1 ARG
4036 OH TYR
3389 HND2 ASN
3387 CG ASH
3389 ND2 ASN
3386 CB ASN
3387 CG ASHN
3388 O0D1 ASN
3389 HND2 ASN
3397 CB ASH
3382 0 PRO
3386 CB ASN
33%4 N ASN
3388 O0D1 ASN
3389 HND2 ASN
3387 CG ASH
3388 O0D1 ASN
3389 HND2 ASN
3387 CG ASH
<--> 2473
<--» 2501
<--» 3323
<--> 3326
<--»> 2473
<--> 3322
<--» 3323
<--»> 3326
<--> 2472
<--»> 2473
<--> 2495
<--» 2497
<--» 2501
<--» 3333
<--»> 338%
<--> 3421
<--» 4032
<--> 4036
<--> 3399
<--»> 3421
<--> 3334
<--> 3335
<--»> 3336
<--» 3318
<--> 331%
<--»> 3320
<--> 3309
<--» 3303
<--> 3306
<--> 2817
<--> 2818
<--» 2805
<--» 2806
<--> 2809
<--»> 2805
<--> 2806
<--> 2809
<--»> 2803
<--> 2809
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6. 381 o Awa 37 A <> 3328 cZ ARG 337 B

. . ) . L. 7. 381 o ama 37 A <> 3329 WNHL ARG 337 B

E.ist of atom-atom interactions across protein-protein J.nterfac? 8. 381 o ATA 37 I <> 1332 NH2 BRG 337 B

9. 379 ©B ata 37 A <--> 3328 CZ ARG 337 B

DB code: 567 Chains A }{ B 10. 379 cB ALa 37 A <> 3329 NHL ARG 337 B

FDB code: BT ©m ains A 1B 11. 379 cB Ala 37 A <> 3332 NH2 ARG 337 B

12. 398 ©B SER 40 A  <--> 2493 NH1 ARG 249 B

13 399 0G SER 40 A  <--> 2492 CZ ARG 249 B

14. 399 0G SER 40 A  <--> 2493 NHl ARG 249 B

Hiydrogen bonds 15. 408 W LEU 42 A <--> 4037 0G SER 411 B

______________ 16 410 cA LEU 42 A <--> 4037 oG SER 411 B

17. 415 © TEU 42 A <--> 4037 oG SER 411 B

P AToOM 1 -—— > PR ATOM 2 ———— > 18. 411 cB LEU 42 A <> 4037 0G SER 411 B

19. 417 ¥ THR 43 A <--> 4033 N SER 411 B

Atom Atem Res Res Atom Atom Res Res 20. 417 ¥ THR 43 A <--> 4037 0G SER 411 B

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance  21. 419 cAa THR 43 A <--> 4031 C ASN 410 B

1. 381 o ALA 37 A <--> 3329 NH1 ARG 337 B 2.65 22. 419 CcA THR 43 % <-—-> 4033 N SER 411 B

2. 381 o ALA 37 A <--> 3332 NH2 ARG 337 B 2.86 23. 419 ca THR 43 A <-—> 4037 oG SER 411 B

3. 399 o0 SER 40 A <> 2493 WHl ARG 249 B 2.69 24, 424 © THR 43 A <> 2489 c©D ARG 249 B

4. 417 W THR 43 a  <--> 4037 06 SER 411 B 2.90 25. 425 o THR 43 A <> 2500 O ARG 249 B

5. 421 061 THR 43 A <> 4032 o ASN 410 B 2.97 26. 425 o THR 43 A <> 2487 CB ARG 249 B

6. 430 061 THR 44 A <> 2493 NHL ARG 249 B 2.62 27. 425 o THR 43 A <> 2489 CD ARG 249 B

7. 1370 NH2 ARG 139 A <--> 2500 © ARG 249 B 2.72 28. 420 cB THR 43 A  <--> 2493 NHl ARG 249 B

8. 1461 N L¥S 148 A <--> 4001 © GLY 407 B 2.88 29. 420 C©B THR 43 A <--> 4031 c ASN 410 B

9. 1473 o L¥s 148 A <--> 4014 N SER 409 B 3.25 30. 420 c©B THR 43 A <> 4032 o ASN 410 B

10. 1468 Nz T¥S 148 A <> 2513 © SER 251 B 2.61 31, 420 ©B THR 43 A <--> 4033 N SER 411 B

11. 1480 NE ARG 149 A <--> 4018 o0oG SER 409 B 2.88 32. 420 CB THR 43 A <-->» 4037 o©OG SER 411 B

12. 1486 NH2 ARG 149 A <> 3395 oDl ASN 344 B 2.68 33, 421 oGl THR 43 A  <--> 4031 c AsSN 410 B

13. 1500 NE1l TRP 150 A <> 4021 © SER 409 B 2.75 24, 421 oGl THR 43 A  <-—-> 4032 O ASN 410 B

14. 1850 oD2 ASP 186 A <> 3362 WD2 ASN 340 B 2.97 35. 421 oGl THR 43 A <-—-> 4033 N SER 411 B

15. 6539 0 ASP 661 a <> 5135 o0& SER 525 B 2.71 36. 421 oGl THR 43 A <--> 4035 GA SER 411 B

16. 6545 O ALA 662 A <--> 5482 ND2 ASN 563 B 3.18 37 121 oGl THR 43 A <> 4036 ©B SER 411 B

17. 6558 ND2 ASN 664 A <--> 5457 oDl ASN 560 B 2.93 ag. 421 oGl THR 43 A <> 4037 0@ SER 411 B

18. 7346 NE ARG 745 A  <--> 4430 o0 SER 452 B 2.96 3o 123 coz THR 43 A  <-—> 2489 ©D ARG 249 B

19. 7357 N TYR 746 A <> 4447 © THR 454 B 2.97 20 123 o2 THR 43 A  <-—> 2493 NHL ARG 248 B

20. 7370 © TYR 746 A <> 4456 N VAL 456 B 3.01

a1 423 ce2 THR 43 A <> 4024 cA BASN 410 B

21. 7389 o ATA 749 A <> 3029 oH TYR 306 B 2.75 12 123 co? TER 43 A <> 4031 © new 410 B

22. 7484 o BASN 757 A <> 3981 NHL ARG 405 B 2.86 13 123 o2 TER 43 A <> 4032 o new 410 B

23. 7479 oDl ASN 757 A <--> 3033 N GLY 307 B 3.33 1 123 cus THm a3 n <> 2005 oB mew 410 n
24. 7686 NE ARG 779 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 2.85 s J 5 13 <~ > 1026 110

25. 7689 NH1 ARG 779 A <--> 4598 oGl THR 471 B 2.89 ceZ THR A CG - ASN B

26. 7692 NH2 ARG 779 A <--> 4598 oGl THR 471 B 2.82 46 423 cez THR 43 A <-—> 4027 0Dl ASN 410 B

27. 7692 NH2 ARG 779 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 2.70 47 428 CA THR 44 A <--> 2483 GD ARG 249 B

28. 7712 OE1 GIN 781 A <—-> 4569 NH1 ARG 469 B 2.77 48. 420 cB THR 44 A <--> 2493 FNHl1 ARG 249 B

29. 7712 OE1l GILN 781 A <> 4572 NH2 ARG 469 B 2.73 19. 430 oGl TER 44 A <--> 2489 CD ARG 249 B

30. 7713 NE2 GIN 781 A  <-—> 5494 OE2 GLU 564 B 2.94 50. 430 oGl THR 44 R <--> 2492 CZ ARG 249 B

31. 8356 NHL ARG 849 A <--> 5138 O SER 525 B 2.65 51. 430 oGl THR 44 AR <--> 2493 NH1 ARG 249 B

32. 8356 NHL ARG 849 A <--> 5135 0G SER 525 B 3.34 52. 443 CE2 PEHE 45 A <--> 2500 ©0 ARG 249 B

33. 8359 NH2 ARG 849 A <--> 5135 0G SER 525 B 2.66 53. 1366 ©z ARS 139 A <-—> 2500 O ARG 249 B

54 1370 NHZ ARG 139 A <--> 2499 C ARG 249 B

Hon-bonded contacts 5§5. 1370 NHZ ARG 139 A <--> 2500 O ARG 249 B

7777777777777777777 56 1446 © ARG 145 A <--> 3988 O ARG 405 B

57 1446 © ARE 145 A <> 3976 CG ARG 405 B

< ATOM 1 -—— > < aTOM 2 -—— > 58 1446 © ARE 145 A <> 3977 CD ARG 405 B

59 1454 C THR 146 A <--> 3995 C SER 406 B

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 60. 1454 C© THR 146 A <> 3996 0 SER 406 B

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 61. 1455 o THR 146 A <-—> 399 oO SER 406 B

1. 325 ©D2 TYR 31 A <--> 4037 os SER 411 B 3.80 62. 1455 o THR 146 A <--> 3997 W GLY 407 B

2. 326 CE2 TYR 31 A <-=> 4037 0OG SER 411 B 3.27 63. 1455 o THR 146 -8 <—=> 39499 ca GLY 407 B

3. 380 cC ALA 37 A <--> 3328 cCcZz ARG 337 B 3.89 64. 1455 o THR 146 A <-—=> 4000 C GLY 407 B

4. 380 cC ALR 37 A <--> 3329 NH1 ARG 337 B 3.64 65. 1455 o THR 146 A <-—> 4001 o GLY 407 B

5. 380 © ALAa 37 A <--> 3332 NH2 ARG 337 B 3.43 66. 1455 © THR 146 A <> 4002 N PHE 408 B

Anexo Il. Interaces formadas entre CrylAb e APN1Ms. Cadeia A (APN1Ms). Cadeia B (CrylAb).
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1451 ©OGl THR 146 A <--> 4053 cGl VAL 413 B 3.46
1453 cE2 THR 146 A <-—> 4070 cel ILE 415 B 3.57
1453 ©G2 THR 146 A <--> 4069 cG2 TLE 415 B 3.73
1456 N GLY 147 A <--> 3991 cA SER 406 B 3.67 128. 1848 CG ASP 186 A <--> 3407 ND2 ASN 345 B
1456 N GLY 147 A <--> 3995 ¢ SER 406 B 3.52 129. 1849 OD1 ASP 186 a <--> 3360 cCcG ASN 340 B
1456 N GLY 147 A <£--> 3995 O SER 406 B 3.84 130. 1849 OD1 ASP 186 A <--> 3362 ND2 ASN 340 B
1456 N GLY 147 A  <--> 3997 N GLY 407 B 3.73 131. 1849 oD1 ASP 186 A <> 3380 o GLY 342 B
1458 ©A cGLY 147 A <-—> 3001 CA SER 406 B 3. 62 132. 1849 OD1 ASP 186 A <> 3383 CA TLE 343 B
133. 1849 OD1 ASP 186 A <> 3388 C TLE 343 B
ﬁ:g g: Eﬁ iz: : :7; 3::: E zi; :gg g 32_4,. 134. 1849 oDl ASP 186 a <--> 3389 0 TLE 343 B
1458 C©A GLY 147 A <--> 3999 CA GLY 407 B 3.83 122 1::; ggi ;:11: i:g : :ij gjgi gE ﬁ: gjg g
1458 ca eLY 147 A <77> 4000 ¢ ey 407 B 3.49 137. 1849 ODl ASP 186 A <--> 3407 ND2 ASN 345 B
1458 ca GLY 147 A <-—> 4001 o 6eLY 407 B 3.02 138. 1850 OD2 ASP 186 A <--> 3359 CB ASN 340 B
1459 ¢ GLY 147 A <--> 4001 o GLY 407 B 3.44 139. 1850 OD2 ASP 186 A <--> 3360 cc ASN 340 B
1461 N LYS 148 A <-—> 4000 ¢ eLY 407 B 3.84 140. 1850 op2 ASP 186 A < -> 3362 ND2 ASN 340 B
1461 N I¥S 148 A <--> 4001 o GLY 407 B 2.88 141. 1850 OD2 ASP 186 A <--> 3407 ND2 ASN 345 B
1472 © L¥s 148 A <--> 4004 CA PHE 408 B 3.85 142. 1857 cc PHE 187 A <--> 4033 ¢ SER 411 B
1473 o© LYS 148 A <--> 4004 cCR PHE 408 B 3.20 143, 1857 ¢©¢ ©PHE 187 A <--> 4040 O SER 411 B
1473 o 1L¥YS 148 A <--> 4012 © PHE 408 B 3.74 144. 1857 G PHE 187 A <> 4036 CB SER 411 B
1473 o L¥s 148 A <> 4005 CB PHE 408 B 3.54 145. 1858 CD1 PHE 187 A <> 3404 CB ASN 345 B
1473 o 1L¥YS 148 A <--> 4007 cD1 PEE 408 B 3.54 146. 1858 cD1 PHE 187 a  <--> 4039 Cc SER 411 B
1473 o L¥s 148 A <> 4014 N SER 409 B 3.25 147. 1858 cD1 PHE 187 A <--> 4040 o SER 411 B
1467 CE LYS 148 A <--» 2513 o SER 251 B 3.13 148. 1858 cDl PHE 187 A <--> 4041 N SER 412 B
1468 Nz LYS 148 A <--> 2512 € SER 251 B 3.83 149. 1859 cp2 PHE 187 A <--> 403% ¢ SER 411 B
1468 Nz 1LYS 148 a <--> 2513 o SER 251 B 2.61 150. 1859 CD2 PHE 187 A <--> 4036 CB SER 411 B
1476 ©A ARG 149 A <-—> 4014 N SER 409 B 3.61 151. 1859 cCD2 PHE 187 A <--> 4041 N SER 412 B
1476 CA ARG 149 A <> 4017 CB SER 409 B 3.85 152. 1860 cEL PHE 187 A  <--> 3411 © ASN 345 B
1476 on arc 149 A  <-—> 4018 oG SER 409 B 3.76 153. 1860 CEl PHE 187 A <> 3404 CB ASN 345 B
154. 1860 CEl PHE 187 A <--> 3405 cG ASN 345 B
12;; 2: ﬁ iiz : ::; igﬂ gz zzz :gg g ::gg 155. 1860 CEl PHE 187 A <--> 3406 ODl ASN 345 B
1178 oo nme 149 n  <-> 4012 o  omm 08 . 381 156. 1860 CE1 PHE 187 A <> 4039 C SER 411 B
157. 1860 CE1 PHE 187 A <> 4040 O SER 411 B
1478 cc ARG 149 A <--> 4014 N SER 409 B 3.36 158. 1860 CEl PHE 187 A <> 4041 N SER 412 B
1478 ©G ARG 149 A <--> 4018 oG sSER 409 B 3.20 159. 1860 CEl PHE 187 A <--> 4043 CcA SER 412 B
1479 cD ARG 149 A <--> 4018 oG SER 409 B 3.54 160. 1861 CE2 PHE 187 A < -> 4036 CB SER 411 B
1480 NE ARG 149 A <--> 4018 oG SER 409 B 2.88 161. 1861 CE2 PHE 187 A <> 4041 N SER 412 B
1480 NE ARG 149 A <--> 4053 cGl VAL 413 B 3.63 162. 1861 CE2 PHE 187 A <--> 4045 0G SER 412 B
1482 CZz ARG 149 A <-—-> 3395 0Dl ASN 344 B 3.69 163. 1862 CZz PHE 187 . <--> 4041 N SER 412 B
1482 cZz ARG 149 A <--> 4053 cGl1 VAL 413 B 3.63 164. 1862 Cz PHE 187 A  <--> 4043 CcA SER 412 B
1486 NHZ ARG 149 A <--> 3395 oDl ASN 344 B 2.68 165. 1862 Cz PHE 187 A <--> 4044 CB SER 412 B
1486 NH2 ARG 149 A <-—> 4053 cel VAL 413 B 3.62 166. 1862 CZ PHE 187 A <--> 4045 0G SER 412 B
1486 NH? ARG 149 A <--> 4054 CG2Z VAL 413 B 3.46 167. 2245 cD2 HIS 228 A <--> 3389 o TILE 343 B
1491 N TRP 150 A <——> 4017 CB SER 409 B 1.86 168. 2245 cCD2 HIS 228 A <--> 3395 oDl ASN 344 B
1499 cDl1 TRP 150 A <--> 4021 © SER 409 B 3.06 169. 2247 CE1 HIS 228 A <> 3385 C©G2 TLE 343 B
1500 NEL TRP 150 A  <--> 4020 © SER 409 B 3.65 170. 2247 CEl HIS 228 A <> 3394 CG ASN 344 B
1500 NEL TRE 150 A <> 4021 o SErR 409 B 275 171. 2247 CEl HIS 228 A <> 3395 ODl ASN 344 B
1500 NEL TRP 150 A  <-—> 2028 ND2 ASN 410 B 3 69 172. 2247 cRl HIS 228 A <> 3396 ND2 ASN 344 B
157 Cmawme 10 A <3 men o M as b s U3 2 ommsom a > oamoeommoan o
1497 CE2 TRP 150 A <--> 4021 o SER 409 B 3.76 175. 2246 NE2 HIS 228 A  <--> 3386 CGl ILE 343 B
1497 CcE2 TRP 150 A <--> 4028 ND2 ASN 410 B 3.72 176. 2246 NE2 HIS 228 A <--> 3385 CG2 ILE 343 B
1502 cz2 TRP 150 A <--> 2500 O ARG 249 B 3.27 177. 2246 NE? HIs 228 A <-—> 3390 N nsn 344 B
1502 cz2 TRF 150 A <--> 4007 CDl PEE 408 B 3.77 178, 2246 NE2? HIS 228 A  <--> 3392 cA ASN 344 B
1502 cz2 TRP 150 A <-—> 4028 ND2 ASN 410 B 3.16 179. 2246 NE2 HIS 228 A <--> 3394 CG ASN 344 B
1504 CH2 TRP 150 A <--> 2500 o PRRG 249 B 3.83 180. 2246 NE2 HIS 228 A <--> 3395 oDl ASN 344 B
1504 cCH2 TRP 150 A <--»>» 2503 cA GLY 250 B 3.55 181. 2246 NWE2 HIS 228 A <--> 3396 ND2 ASN 344 B
1504 CH2 TRFP 150 A <-—-> 2504 cC GLY 250 B 3.89 182. 2472 OD1 ASH 249 A <--> 3396 ND2 ASN 344 B
1504 CH2 TRP 150 A <--> 4007 cD1 PEE 408 B 3.27 183. 6539 O ASP 661 A <--> 5133 CA SER 525 B
1504 cH2 TRP 150 A <-—> 4009 CE1 PHE 408 B 3.77 184. 6539 O ASP 661 A <--> 5138 0 SER 525 B
1847 cB ASP 186 A  <--> 3404 CB ASN 345 B 3.72 185. 6539 o ASP 661 A <> 5134 ©B SER 525 B
1847 CB ASP 186 A <--> 3407 ND2 ASN 345 B 3.69 186. 6539 0O ASP 661 A <--> 5135 0G SER 525 B
1848 CG ASP 186 A <--> 3362 ND2 ASN 340 B 3.28 187. 6542 CA ALA 662 A <--> 5133 CA SER 525 B
1848 ce ASP 186 A <-——> 3404 CB ASN 345 B 3.57 188. 6545 0 ALA 662 A <--> 5482 ND2 ASN 563 B

Anexo I1. Continuacao.
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250. 7479 oDl ASN 757 A <--> 3980 CZ ARG 405 B 2.91
251. 7479 oD1 ASN 757 A <--> 3981 NWH1 ARG 405 B 3.40
252. 7479 oDl ASN 757 A <--> 3984 NH2 ARG 405 B 2.87
253. 7480 ND2 ASN 757 A <--> 3024 cCD1 TYR 306 B 3.83
254 7521 cGl ILE 760 A <--> 3981 NWHL ARG 405 B 3.13
189. 6548 CA ALA 663 A <--> 5481 oDl ASN 563 B 3.64 255. 7529 cel VAL 761 A <--> 3980 CZ ARG 405 B 3.61
190. 6548 CA ALA 663 A <-—> 5482 ND2 ASN 563 B 3.84 256. 7529 c©Gl1 VAL 761 A <--> 3981 NH1 ARG 405 B 3.24
191. 6549 ©B ALA 663 A <> 5481 OD1 ASN 563 B 3.71 257. 7529 cel VAL 761 A <> 3084 NH2 ARG 405 B 187
i:é- ::;; }C‘B ;IS-: :gi 2 :”i :zgi g“;i ﬁ: :2; g ;-Z; 258. 7696 0O ARG 779 A <--> 4572 WH2 ARG 469 B 3.73
194. 6555 CB ASN 664 A <--> 5456 CG ASN 560 B 3.37 259 7685 cD ARG 779 A <> 5475 0 GLY 562 B 3.49
195. 6555 CB ASN 664 A <--> 5457 ODL ASN 560 B 3.25 260 7686 NE ARG 779 A <--> 5475 0  GLY 562 B 3.25
196. 6555 ©CB ASN 664 A <--> 5458 ND2 ASN 560 B 3.27 261 7686 NE ARG 779 A <--> 5491 CG GLU 564 B 3.79
197. 6556 CG ASN 664 A <--> 5457 oOD1 ASN 560 B 3.61 262. 7686 NE ARG 779 A <--> 5492 CD GLU 564 B 3.69
198. 6558 ND2 ASN 664 A <-—> 5456 CG ASN 560 B 3.83 263. 7686 NE ARG 779 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 2.85
199. 6558 ND2 ASN 664 a <--> 5457 oDl ASN 560 B 2.93 264. 7688 cCz ARe 779 A <--> 4597 CB THR 471 B 3.61
200. 7355 € ARG 745 A <> 4447 o THR 454 B 3.89 265. 7688 cz ARE 779 A <--> 4598 oGl THR 471 B 3.27
201. 7343 CB ARG 745 A <--> 4428 CA SER 452 B 3.49 266. 7688 CZ ARG 7709 A <-=-> 4600 CG2 THR 471 B 3.74
202. 7343 ©B ARG 745 A <> 4429 C©B SER 452 B 3.87 267. 7688 cz Ars 779 A <-—-> 5475 o GLY 562 B 3.25
203. 7343 CB ARG 745 A <--> 4430 0G SER 452 B 3.87 268. 7688 cz ARG 779 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 3.20
e I e T M I e E o e 2 3 269. 7689 NHL ARS 779 A <--> 4507 CB THR 471 B 3.29
206. 7345 CD ARG 745 A <--> 4418 CD2 LEU 450 B 3.57 270 7689 NHI ARG 779 A <--> 4598 0GL THR 471 B 2.89
207. 7346 NE mRe 745 a <> 2420 o 1BD 450 a 3 a2 271 7689 NH1 ARG 779 A <--> 5473 C©A GLY 562 B 3.79
208. 7346 NE Ars 745 A <--> 4426 N SEr 452 B 5 8o 272. 7689 NHL ARe 779 A <-> 5474 C© GLY 562 B 3.90
200, 7346 NE ARG 745 A  <--> 4430 oc SER 452 B 2. 06 273. 7689 NH1 ARG 779 A <--> 5475 O GLY 562 B 3.24
210. 7348 CZ ARG 745 A <-—> 4430 06 SER 452 B 3.75 274. 7692 NH2 ARG 779 A <--> 4566 NE ARG 469 B 3.44
211. 7352 WH2 ARG 745 A <> 4430 0G SER 452 B 3.69 275. 7692 NHZ ARG 779 A <--> 4568 CZ ARG 469 B 3.69
212. 7357 W TYR 746 A  <--> 4447 o THR 454 B 2.97 276. 7692 NH2 ARG 779 A <--> 4572 NWH2 ARG 469 B 3.80
213. 7359 CA TYR 746 A <--> 4447 o THR 454 B 3.56 277. 7692 NH2 ARG 779 A <--> 4597 CB THR 471 B 3.29
214. 7370 o TYR 746 a <--> 4447 o0 THR 454 B 3.79 278. 7692 NH2 ARG 779 A <--> 4598 O0Gl THR 471 B 2.82
215. 7370 o TYR 746 A <--> 4450 Ch SER 455 B 2.99 279. 7692 NH2 ARG 778 A <--> 4600 CG2 TEHR 471 B 3.09
21_6! :”fgg g :g ;iz : :’i :ig: EE zz: :2: E ;:; 280 7692 NH2 ARG 779 A <> 5491 CE GLU 564 B 3.89
218, 7370 o T¥n 746 n <> 1156 § AL 456 n 3 o1 281 7692 NHZ ARG 779 A <--> 5492 CD GLU 564 B 3.61
219, 7360 ©B TYR 746 A <——> 4447 o THR as4 A 351 282 7692 NH2 ARG 779 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 2.70
220. 7360 CB TYR 746 A <--> 4450 CA SER 455 B 3.77 283. 7711 CD GIN 781 A <--> 4569 NHL ARG 469 B 3.28
221. 7360 CB TYR 746 A <> 4451 CB SER 455 B 3.49 284. 7711 cD GILN 781 A <--> 4572 NH2 ARG 469 B 3.79
222. 7360 CB TYR 746 A <--> 4452 o0c SER 455 B 3.07 285. 7711 cD GLN 781 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 3.78
223. 7361 ©G TYR 746 A <> 4452 0@ SER 455 B 3.71 286. 7712 OFE1 GIN 781 A <--> 4568 CZ ARG 469 B 3.15
224. 7364 CD2 TYR 746 A <--> 4447 o THR 454 B 3.85 287. 7712 oOEl GLN 781 A <--> 4569 NWHL ARG 469 B 2.77
225. 7364 D2 TYR 746 A <> 4452 0G SER 455 B 3.47 288. 7712 OEl GIN 781 A  <--> 4572 WH2? ARG 469 B 2.73
226. 7365 CE2 TYR 746 A <--> 4598 0Gl THR 471 B 3.86 289. 7712 ©OEl GLN 781 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 3.82
227. 7388 ¢ ALA 749 A <--> 3029 OH TYR 306 B 3.87 290. 7713 NE2 GLN 781 A <--> 4569 NHL ARG 469 B 3.20
s oo mm TR 2 oo mmomm e » 2% L nd meow T A <o s o oaw sw B 2o
230, 7389 o ALA 749 A <> 3029 on TR 306 a P 292 7713 NE2 GLN 781 A <--> 5493 OEl GLU 564 B 3.13
231, 7392 ca eiu 150 A  <——> 3029 o TYR 306 B 397 293 7713 NEZ GLN 781 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 2.94
232. 7393 CB GLU 750 A <--> 2099 CE2 PHE 303 B 3.79 294. 7714 HE21 GLN 781 A <--> 5492 CD GLU 564 B 3.66
233. 7394 cG GLU 750 A <--> 2078 CE2 PHE 301 B 3.82 295. 7714 HE21 GLN 781 A <--> 5493 OEl GLU 564 B 3.41
234, 7397 OE2 GLU 750 A <--> 2978 CE2 PHE 301 B 3.58 296. 7714 HE21 GLN 781 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 3.52
235. 7397 OE2 GLU 750 a <> 2979 c©z PHE 301 B 3.54 297. 7715 HE22 GLN 781 A <--> 4568 CZ ARG 469 B 3.43
236. 7426 oDl ASN 753 A <--> 3023 cCc TYR 306 B 3.85 298. 7715 HE22? GLN 781 A <--> 4569 NH1 ARG 469 B 2.66
237. 7426 o©D1 ASN 753 A <--> 3024 cD1 TYR 306 B 2.98 209, 7715 HE22 QLN 781 A <£--> ART72 NH2 ARG 460 B 3.84
238. 7426 ODl ASN 753 A <--> 3025 CE1 TYR 306 B 3.31 300. 7715 HE22? GLN 781 A  <--> 5401 c@ GLU 564 B 3.72
239. 7439 D2 TYR 754 A <> 3006 CB PRO 304 B 3.57 301 7715 HE22 GIN 781 A  <-—> 5492 op GLU 564 B 2 33
240. 7439 CD2 TYR 754 A <--> 3007 ©G PRO 304 B 3.65 302. 7715 HE22 GLN 781 A <> 5493 OEL GLU 564 B 2.27
241. 7476 cA ASN 757 A <--> 3981 mml ARG 405 B 3.53 303. 7715 HE22 GIN 781 A <--> 5494 OE2 GLU 564 B 1.98
242. 7483 © ASN 757 A <--> 3981 NHL ARG 405 B 3.46
243. 7484 o ASN 757 A <--> 3981 NHL ARG 405 B 2.86 304. 8355 CZ ARG 849 A <> 5138 O SER 525 B 3.53
244. 7477 C©B ASN 757 A <--> 3981 NH1 ARG 405 B 3.83 305. 8355 cCz ARG 849 A <--> 5135 06 SER 525 B 3.40
245. 7477 ©B AsN 757 A <--> 3084 NH2? ARG 405 B 3. 62 306. B356 NH1 ARG B49 a <--> 5137 C© SER 525 B 3.56
246. 7478 ©G ASN 757 A <> 3980 CZ ARG 405 B 3.78 307. 8356 NHL ARG 849 A <-> 5138 o SER 525 B 2.65
247. 7478 c©G ASN 757 A <--> 3984 NH2 ARG 405 B 3.60 308. B356 NH1 ARG BA49 A <--> 5135 0G SER 525 B 3.34
248. 7479 oD1 ASN 757 A <--> 3033 N GLY 307 B 3.33 3009. 8350 NH2 ARG 8449 A <--> 5137 (o] SER 525 B 3.86
249. 7479 obl AsN 757 a <> 3978 NWE ARG 405 B 3.33 310. B350 NH? ARG 8B40 A <—-> 5138 o SER 525 B 3.63
311. 8359 NH2 ARG 849 a <--> 5134 CB SER 525 B 3.81
312. 8359 NHZ ARG 849 a <--> 5135 0G SER 525 B 2.66
Number of hydrogen bonds: 33
Number of non-bonded contacts: 312

Anexo 1. Continuagéo.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t309 Chains A }( B 24. 384 cA cGLY 38 a 2503 NH2 ARG 249 B 3.64
777777777777777777777777777777 25. 385 ¢ GLY 38 a 2497 NE ARG 249 B 3.88

26. 385 ¢ GLY 38 a 2499 cz ARG 249 B 3.41

27. 385 ¢ GLY 38 a 2503 NH2 ARG 249 B 3.07

28. 386 o GLY 38 a 2497 NE ARG 249 B 3.58

Hydrogen bonds 29. 386 o GLY 38 a 2499 cz ARG 249 B 2.88
,,,,,,,,,,,,,, 30. 386 o GLY 38 a 2500 NH1 ARG 249 B 3.04
31. 386 o GLY 38 a 2503 NH2 ARG 249 B 2.87

« AToM 1 - N « AToM 2 S 32. 387 N VAL 39 a 2503 NH2 ARG 249 B 3.45

33. 393 ¢ vaL 39 a 2503 NH2 ARG 249 B 3.29

34. 304 o vaL 39 a 2499 cz ARG 249 B 3.79

Atom Atom Res Res . Atom Atom Res Res . . 35. 394 o VAL 39 a 2503 NH2 ARG 249 B 2.68

. ;“;; "2‘"“3 ::IIH.E n‘;é Ch‘:‘“ o> 2‘;;5 “:z :;23 ;:'9 Ch;‘m Dl:t::“e 36. 395 N SER 40 a 2503 NH2 ARG 249 B 3.88
2. 1409 OH TYR 142 A <--> 4051 NKD2 ASN 410 B 2.84 g: :23 zgi iﬁ :g i i:gz fm :ﬁg zég g g:g;
3. 1439 NWH1 ARG 145 a <> 3060 o GLY 307 B 2.60 39. 1407 GE2 TYR 142 a 4051 ND2 ASN 410 B 3.58
4. 1461 W 1YS 148 A <> 4024 o GLY 407 B 2.89 40. 1408 cz TYR 142 a 4051 ND2 ASN 410 B 3.35
5. 1480 NE ARG 149 A <--> 4050 ODl ASN 410 B 2.80 41. 1409 OH TYR 142 a 4051 ND2 ASN 410 B 2.84
6. 1486 NH2 ARG 149 A <> 4050 oDl ASN 410 B 2.75 42. 1446 o0 ARG 145 a 3994 © PHE 404 B 3.53
7. 1486 NH2 ARG 149 A <--> 4063 0O SER 411 B 2.90 43. 1446 O ARG 145 A 3997 CA ARG 405 B 3.51
8. 1506 O TRP 150 A <--> 4051 ND2 ASN 410 B 2.86 44. 1435 cD ARG 145 a 3060 o GLY 307 B 3.50
9. 1835 OE2 GLU 184 A <--> 2503 NH2 ARG 249 B 2.74 45. 1435 CD ARG 145 a 3067 cG2 THR 308 B 3.86
10. 1850 OD2 ASP 186 A <--> 2791 NHL ARG 279 B 2.84 46. 1436 NE ARG 145 a 3067 cG2 THR 308 B 3.85
11. 1869 0G SER 188 % <--> 4055 o ASN 410 B 2.73 a7. 1438 cz ARG 145 a 3060 o© GLY 307 B 3.63
12. 2271 WE2 GLN 230 A <--> 3089 oDl ASN 311 B 3.30 48. 1439 NH1 ARG 145 a 3059 ©  GLY 307 B 3.64
13, 7185 © GLY 728 A <--> 3009 0BGl THR 302 B 2.81 49. 1439 NHL ARG 145 A 3060 o eLY 307 B 2.60
14. 7389 o ALA 749 A <—-> 2618 0@ SER 261 B 2.75 50. 1439 NHL ARG 145 a 3063 CA THR 308 B 3.69
15. 7442 OH TYR 754 A <--> 3052 OH TYR 306 B 2.71 51. 1449 CA THR 146 A 401z N  SER 406 B 3.68
52. 1449 CA THR 146 a 4016 ©G SER 406 B 3.56

Non-bonded contacts 53. 1454 © THR 146 a 4012 N  SER 406 B 3.75
___________________ 54. 1454 C© THR 146 a 4019 © SER 406 B 3.87
55. 1455 O THR 146 a 4018 © SER 406 B 3.68

56. 1455 O THR 146 a 4019 © SER 406 B 3.20

D ATOM 1 ----- > S ATOM 2 ----- > 57. 1455 O THR 146 a 4016 ©0G SER 406 B 3.79

58. 1455 O THR 146 a 4024 o GLY 407 B 3.81

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 59. 1450 CB THR 146 a 4016 0G SER 406 B 3.06

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 60. 1453 cg2? THR 146 A 1016 o SER 406 B 3.29

1. 374 ¢ PRO 36 A <--> 3378 0 PHE 339 B 3.70 61. 1456 N GLY 147 a 3999 CG ARG 405 B 3.67
2. 375 o PRO 36 A <--> 3378 O PHE 339 B 3.86 62. 1456 N GLY 147 a 4012 N SER 406 B 3.79
3. 375 © PRO 36 A <--> 3381 CA ASN 340 B 3.33 63. 1458 CA GLY 147 a 3999 cG BRG 405 B 3.64
a. 375 o PRO 36 A <> 3388 C ASN 340 B 3.89 64. 1458 CA GLY 147 a 4024 © GLY 407 B 3.05
5. 375 o PRO 36 A <--> 3382 CB ASN 340 B 3.90 65. 1459 cC GLY 147 a 4024 o GLY 407 B 3.47
6. 375 o PRO 36 A <-——> 3383 ce ASN 340 B 3.45 66. 1461 N Lys 148 a 4024 © GLY 407 B 2.89
7. 375 o PRO 36 A <-—> 3384 oDl ASN 340 B 3.41 67. 1473 O LYS 148 a 4027 cA PHE 408 B 3.73
8. 375 o PRO 36 A <--> 3385 ND2Z ASN 340 B 3.88 68. 1473 0 L¥S 148 a 4029 cG PHE 408 B 3.61
9. 375 o ©PRO 36 A <> 3330 W ILE 341 B 3.38 69. 1473 O LYS 148 a 4030 CD1 PHE 408 B 2.89
10 372 CB PRO 36 A <--> 3378 O PHE 339 B 3.58 70. 1473 o LYS 148 A 4032 CE1 PHE 408 B 3.25
11, 376 N ALA 37 A <--> 3378 © DPHE 339 B 3.36 71. 1464 cB Lys 148 a 4032 CE1 PHE 408 B 3.57
12. 378 ca aAra 37 A <--> 3378 o PHE 3390 B 3.83 72. 1464 CB L¥S 148 a 4034 cz PHE 408 B 3.48
13, 381 o aAra 37 A <--> 3456 HE22 GLN 347 B 3.76 73. 1467 CE Ly¥s 148 a 4033 CE2 PHE 408 B 3.63
1a. 379 B Ara 37 A  <-—> 3366 © DPRO 338 B 327 74. 1467 CE L¥S 148 a 4034 cz PHE 408 B 3.72
15. 379 cB ALA 37 A <--> 3369 CA PHE 339 B 3.67 75. 1477 CB RRG 149 A 4048 CB ASN 410 B 3.87
16. 379 ©B ALA 37 A <--» 3377 c PHE 339 B 3.38 ;f: i:;; 22 ﬁ tjz : :g:g gG :z :;g : g:gg
17. 379 ©B ALA 37 a <> 3378 0 PHE 339 B 3.36 78, 1478 ce ARG 149 A 1044 © SER 409 5 337
18. 379 CB ALa 37 A <--> 3379 N ASN 340 B 3.88 79. 1479 cp ARe 149 A 1044 o SER 409 B 3.71
19. 379 ©B ALA 37 A <-—> 3454 NE2 GLN 347 B 3.49 80, 1480 NE ARG 149 A 2044 © SER 409 B 352
20 379 ©B ALA 37 A <-—> 3455 HE21 GLN 347 B 3.13 81. 1480 NE ARG 149 a 4047 ca ASN 410 B 3.66
21. 379 ©B ALA 37 A <--> 3456 HE22 GLN 347 B 3.28 42. 1480 NE ARG 149 a 1049 GG ASN 410 B 3. 67
22. 384 ca &Ly 38 A <> 2497 NWE ARG 249 B 3.71 83. 1480 NE ARG 149 a 4050 OD1 ASN 410 B 2.80
23. 384 CA GLY 38 A <--> 2499 CZ ARG 249 B 3.79 84. 1482 cz ARG 149 a 4050 oDl ASN 410 B 3.10

Anexo Il1. InteracBes formadas entre CrylAc e APN1Ms. Cadeia A (APN1Ms). Cadeia B (CrylAc).
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146. 1860 CE1 PHE 187 A <--> 2495 C©G ARG 249 B 3.49
147. 1860 CE1 PHE 187 A <--> 4054 C ASN 410 B 3.62

85. 1486 NH2 ARG 149 A  <--> 4050 oDl ASN 410 B 2.75 148. 1860 cCEl PHE 187 A <-—> 4055 o AsN 410 B 3.17

86. 1486 NH? ARG 149 A  <—-> 4056 N SER 411 B 3.60 149. 1860 CE1 PHE 187 A <--> 4058 CA SER 411 B 3.74

87. 1486 NH2 ARG 140 A <--> 4062 C SER 411 B 3.71 150. 1860 CE1 PHE 187 n <--> 4060 oOG SER 411 B 3.55

88. 1486 NH? ARG 149 A <—-> 4063 O SER 411 B 2.90 151. 1861 CE2 PHE 187 A <--> 4055 O ASN 410 B 3.28

89. 1505 C TRP 150 A <--> 4051 KD2 ASN 410 B 3.77 152. 1862 C©E PHE 187 A <--> 4045 N ASN 410 B 3.86

90. 1506 O TRP 150 A <> 4048 CB ASN 410 B 3.36 153. 1862 CZ PHE 187 A <--> 4054 C ASN 410 B 3.50

91. 1506 O TRP 150 A <> 4049 ©G ASN 410 B 3.61 154. 1862 cz PHE 187 A  <--> 4055 0 ASN 410 B 3.03

92. 1506 © TRP 150 A <--> 4051 NWD2 ASN 410 B 2.86 155. 1865 N SER 188 A <--> 4068 0G SER 412 B 3.33

93. 1498 CE3 TRP 150 A <--> 4030 cCDl PHE 408 B 3.51 156. 1869 OG SER 188 A  <--> 4054 Cc ASN 410 B 3.69

94. 1498 CE3 TRP 150 A <--> 4032 CEl PHE 408 B 3.29 157. 1869 OG SER 188 A <--> 4055 O ASN 410 B 2.73

95. 1503 ©Z3 TRP 150 A <--> 4030 CD1 PHE 408 B 3.27 158. 1869 OG SER 188 A  <--> 4048 CB ASN 410 B 3.63

96. 1503 cz3 TRP 150 A <> 4032 CE1 PHE 408 B 3.24 159. 1869 0@ SER 188 A  <—-> 4049 Ce& ASN 410 B 3.17

97. 1504 CH2 TRP 150 A <--> 4030 CD1 PHE 408 B 3.62 160. 1869 O@ SER 188 A  <--> 4050 oDl ASN 410 B 3.54

98. 1833 CD GLU 184 A <--> 2503 NH2 ARG 245 B 3.67 161. 1869 ©OG SER 188 A <--> 4051 ND2 ASN 410 B 3.22

99. 1835 OE2 GLU 184 A <-7> 2497 NWE ARG 249 B 3.47 162. 2025 © GLY 205 A <--> 3408 CG2 TLE 343 B 3.40

100. 1835 OE2 GLU 184 A  <--> 2499 CZ ARG 249 B 3.54 163 2047 cG2 11E 207 A <--> 3408 G2 ILE 343 B 3 86

101. 1835 OE2 GLU 184 A <--> 2503 NWH2 ARG 249 B 2.74 164, 2241 0B His 228 A  <-—> 1050 ODL ASN 410 B 361

102. 1841 cB ALA 185 A <--> 3402 ©  eLY 342 B 3.57 165. 2245 CD2 HIS 228 A <> 4062 € SER 411 B 3.55

132' i::i il igg 2 :"; ;:g: . o g:; : ;3: 166. 2245 cD2 HIS 228 A <--> 4063 O SER 411 B 3.27

los. 1841 on ara 188 A <> 3106 oA Iim 343 n 3 87 167. 2245 CD2 HIS 228 A <--> 4064 N SER 412 B 3.52

lo6. 1841 OB ALa 185 A <——> 3408 Gz ILE 343 5 388 168. 2245 cD2 HIS 228 A <--> 4066 CA SER 412 B 3.64

lo7. 1851 ¢  mep 186 A <——> 1068 oc sEm 412 5 301 169. 2245 CD2 HIS 228 A <--> 4067 CB SER 412 B 3.60

108. 1852 o0 ASP 186 A <> 4067 ©B SER 412 B 3.73 170. 2246 NE2 HIS 228 A <-—> 4062 ¢ SER 411 B 3.85

109. 1852 o ASP 186 A <> 4068 o0G SER 412 B 277 171. 2246 NE2 HIS 228 A <--> 4063 O SER 411 B 3.27

110. 1847 ©B ASP 186 A <> 4072 W var 413 B 383 172. 2246 NE2 HIS 228 A  <--> 4064 N SER 412 B 3.85

111. 1847 cB asP 186 A <--> 4074 ca VAL 413 B 3.50 173. 2246 NE2 HIS 228 A <--> 4066 CA SER 412 B 3.52

112. 1847 CB ASP 186 A  <--> 4075 cB VAL 413 B 3.30 174. 2246 NE2 HIS 228 A <--> 4067 CB SER 412 B 3.63

113. 1848 CG ASP 186 A <--> 2791 NHL ARG 279 B 3.88 175. 2271 NWE2 GLN 230 A <--> 3089 0Dl ASN 311 B 3.30

114. 1848 ©G ASP 186 A <--> 2794 NH2 ARG 279 B 3.07 176. 2272 HE21 GLN 230 A <--» 308% oDl AsN 311 B 3.47

115. 1848 cG ASP 186 A  <--> 3439 CG GLN 346 B 3.88 177. 2273 HE22 GLN 230 A  <--> 3088 C©G ASN 311 B 3.65

116. 1848 cG ASP 186 A <--> 4072 N VAL 413 B 3.56 178. 2273 HE22 GLN 230 A <--> 3089 oDl ASN 311 B 2.47

117. 1848 CG ASP 186 A <--> 4074 CA VAL 413 B 3.56 179. 2462 ND2 ASN 248 A <--> 4050 ODl ASN 410 B 3.73

118. 1849 OD1 ASP 186 A <> 2794 WH2 ARG 279 B 2.80 180. 2472 OD1 ASN 249 A <--> 3064 CB THR 308 B 3.66

119. 1849 oDl ASP 186 A <--> 3439 CG GLN 346 B 3.87 181. 2472 OD1 ASN 249 A <--> 3067 CG2 THR 308 B 3.37

120. 1849 oDl ASP 186 A <--> 3440 CD GLN 346 B 3.85 182. 7169 © ARG 726 A <——> 3019 CD1 PHE 303 B 3.67

121. 1849 OD1 ASP 186 - <--> 3442 NE2 GLN 346 B 3.51 183. 7169 © ARG 726 A <--> 3021 CEl1 PHE 303 B 3.16

122. 1849 OD1 ASP 186 A <--> 3443 HE21 GLN 346 B 3.19 184. 7172 cA asN 727 A  <—-> 2008 cpl PHE 301 B 3.60

123. 18495 oDl ASP 186 A <--> 4070 c SER 412 B 3.44 185. 7172 cA ASN 727 A <--> 3000 CEl PEE 301 B 3.71

124. 1849 oDl ASP 186 A <--> 4071 o SER 412 B 3.88 186. 7179 ©  ASN 727 A <—-> 2997 ce PHE 301 B 3.79

125. 1849 OD1 ASP 186 A <--> 4067 CB SER 412 B 3.24 187. 7179 C ASN 727 A <--> 2998 CD1 PEE 301 B 3.29

126. 1849 oDl ASP 186 A  <--> 4068 0G SER 412 B 3.65 iB8. 7179 © asw 727 A <-—» 3000 CE1 PHE 301 B 3.87

127. 1849 OD1 ASP 186 A <> 4072 W VAL 413 B 3.32 189, 7179 © asN 727 A <——> 3013 © THR 302 B 3 85

125' i::i gg; ::s i:: : :"; 32;3 g: E ;_1'; : j;’j 190. 7180 © ASN 727 A <——> 2096 CB PHE 301 B 3.55

Bomm N R T EI MM b I gy oo mgmox ogomm o omeon 2 o

131. 1850 OD2 ASP 186 A <773 2794 NHZ ARG 279 B 2-68 193. 7173 c©B AsSN 727 A <--> 2998 cD1 PHE 301 B 3.88

132. 1850 OD2 ASP 186 A <--> 3434 O ASN 345 B 3.00

133. 1850 oD2 ASP 186 A <--> 3437 CA GLN 346 B 3.69 1s4. 7173 CB ASN 727 A <-—> 3000 CE1 PHE 301 B 3.73

134. 1850 oD2 ASP 186 A <--> 3438 CB GLN 346 B 3.69 195. 7173 CB ASN 727 A <--> 3002 cz PHE 301 B 3.88

135. 1850 OD2 ASP 186 A <> 3439 ©G GLN 346 B 3.37 196. 7176 ND2 ASN 727 A <-—> 2663 CG ASP 266 B 3.10

136. 1853 N  PEE 187 A <> 4068 oG SER 412 B 3.96 197. 7176 ND2 ASN 727 A <--> 2664 ODl ASP 266 B 2.97

137. 1855 caA PHE 187 A  <-—-> 4068 oG SER 412 B 3.12 198. 7176 ND2 ASN 727 A <--> 2665 OD2 ASP 266 B 3.09

138. 1863 C PHE 187 A  <-—-> 4068 oG SER 412 B 3.48 199. 7176 ND2 ASN 727 A <--> 3000 CEl PHE 301 B 3.82

139, 1857 €& PHE 187 A <--> 4055 O ASN 410 B 3.85 200. 7176 ND2 ASN 727 B <--> 3001 CE2 PHE 301 B 3.66

140. 1858 cCDl PHE 187 A <-—» 2495 (G ARG 249 B 3.81 201. 7176 ND2 ASN 727 A <-->» 3002 ©zZz PHE 301 B 3.24

141. 1858 cDl PHE 187 A <--> 2497 KNE ARG 249 B 3.60 202. 7181 N cLY 728 A  <--> 3013 O THR 302 B 3.35

142. 1858 cD1 PHE 187 A <-> 4055 ©0 ASN 410 B 3.60 203. 7183 cA GLY 728 A <--> 3012 C THR 302 B 3.66

143. 1858 cD1 PHE 187 A <--> 4060 oG SER 411 B 3.84 204. 7183 cCA GLY 728 A <--> 3013 O THR 302 B 2.98

144. 1858 CD1 PHE 187 A <> 4076 ©G1 VAL 413 B 3.42 205. 7185 © GLY 728 A  <--> 3005 N THR 302 B 3.62

145. 1859 CD2 PHE 187 A <--> 4055 o ASN 410 B 3.69 206. 7185 © GLY 728 A <--> 3008 CB THR 302 B 3.49

207. 7185 O GLY 728 A <--> 3009 oOGl1 THR 302 B 2.81

208. 7388 C AR 749 A <--> 2618 0OG SER 261 B 3.49

209. 7389 0O ALR 749 A <--> 2617 CB SER 261 B 3.66

210. 7389 O ALAR 749 A <--> 2618 o0G SER 261 B 2.75

211. 7387 CB ALAR 749 A <--> 2618 0G SER 261 B 3.87

212. 7440 CE2 TYR 754 A <--> 3019 cpl PHE 303 B 3.79

213. 7440 CE2 TYR 754 n <--> 3021 cCE1 PHE 303 B 3.52

214. 7440 CE2 TYR 754 an <--> 3052 OH TYR 306 B 2.95

215. 7441 CZ TYR 754 an <--> 3052 OH TYR 306 B 3.09

216. 7442 OH TYR 754 A <--»> 3019 cCD1l PHE 303 B 3.58

217. 7442 OH TYR 754 a <--> 3030 ce PRO 304 B 3.69

218. 7442 OH TYR 754 A <--> 3027 cDp PRO 304 B 3.38

219. 7442 OH TYR 754 A <--> 3052 OH TYR 306 B 2.71

220. 74%0 cD ARG 758 A <--> 3030 cG PrRO 304 B 3.74

221. 7491 NE ARG 758 an <--> 3030 cG PRO 304 B 3.42

222. 7493 CEZ ARG 758 n <--> 3030 cG PRO 304 B 3.62

223. 7493 cz ARG 758 A <--> 3027 cCD PRO 304 B 3.86

224, 7494 NH1 ARG 758 A <--> 3030 cCcG PRO 304 B 3.86

225. 7494 NH1 ARG 758 A <--> 3027 cDp PRO 304 B 3.68

226. 7528 CB VAL 761 A <--> 3041 o LEU 305 B 3.20

227. 7529 6l VAL 761 A <--> 3047 cDpl TYR 2306 B 3.82

228. 7530 cCcG2 VAL 761 A <--> 3041 o LEU 305 B 3.50

229. 7530 cG2 VAL 761 n <--> 3047 cDpl TYR 306 B 3.69

230. 7530 cCG2 VAL 761 an <--> 3048 CEl TYR 306 B 3.78

231. 7539 OEl GLU 762 an <--> 3029 CB PRO 304 B 3.67

232. 7540 OE2 GLU 762 A <--»> 3029 CB PRO 304 B 3.78

233. 7549 o0D2 ASP 763 a <--> 3039 cDp2 LEU 305 B 3.71

234. 7849 o0oD2 ASP 796 A <--> 2535 HE21 GLN 253 B 3.66

235. 7849 oD2 ASP 796 A <--> 4033 CEZ PHE 408 B 3.64

236. 7849 oD2 ASP 796 A <--> 4034 cz PHE 408 B 3.12

Number of hydrogen bonds: 15

Number of non-bonded contacts: 236

Anexo 1. Continuagao.
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List of atom—atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t596 Chains A }{ B

______________ 18. 95 CE2 PHE 10 a < 1182 NEZ GLN 154 B 3.52
19. 95 CE2 PHE 10 a < 1183 HE21 GLN 154 B 3.61

20. 95 CE2 PHE 10 a < 1184 HE22 GLN 154 B 3.51

<= ATOM 1 -——-- > D ATOM 2 -——— > 21. 96 cz PEHE 10 A < 1182 NE2 GLN 154 B 3.58

22 96 cz PHE 10 a < 1183 HE21 GLN 154 B 3.60

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 23. 96 CZ PHE 10 A < 1184 HE22 GLN 154 B 3.26

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 24. 103 CG GLN 11 A < 1814 CZ ARG 217 B 3.78

1. 75 OE2 GLU 8 A <--> 1815 NH1 ARG 217 B 2.72 25. 103 ce GLN 11 A < 1815 NH1 ARG 217 B 3.53
2. 75 OE2 GLU 8 A <> 1818 NH2 ARG 217 B 2.70 oo o e noa s e D e T B 3.5
3. 84 0OD2 ASP 9 A <--> 1724 NWH1 ARG 209 B 2.72 28, 106 NEZ GIN 11 D 1811 &b ARG 217 B 3 50
4. 445 O ASN 44 A <--> 3323 NH1 ARG 368 B 2.61 29. 106 NEZ GIN 11 a < 1812 WE ARG 217 B 3.19
5. 440 oOD1 ASN 44 A <--> 3323 NHL ARG 368 B 2.59 30. 106 NEZ GIN 11 a < 1814 cz ARe 217 B 3.39
6. 490 © PHE 48 A <--> 2501 NH2 ARG 281 B 2.73 31. 106 NE2 GLN 11 a < 1818 NH2 ARG 217 B 3.66
7. 734 oD2 Asp 74 A <--> 2533 NE2 GLN 285 B 2.82 32. 107 HEZ1 GIN 11 A < 1811 cD ARG 217 B 3.55
8. 996 OE2 GLU 103 A <> 1812 NE ARG 217 B 2.96 Poommes o2 s ok m A T 2 2.5
9. 1293 oDl ASN 132 A <--> 2495 NE ARG 281 B 2.60 35, 107 mEE21 GIN 11 A < 1815 NHI ARG 217 5 338
10 1283 oDl ASN 132 A <--> 2501 NH2 ARG 281 B 2.67 36. 107 HE21 GIN 11 A < 1818 NH2 ARG 217 B 2.75
11. 1307 ©0 LEU 133 A <--> 2498 NH1 ARG 281 B 2.67 37. 108 HE22 GIN 11 a < 1811 CD ARG 217 B 3.86
12. 1324 oGl THR 135 A <--> 4036 OH TYR 445 B 2.79 38. 108 HE22 GIN 11 a < 1812 NE ARG 217 B 3.45
13. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 3424 OE2 GLU 379 B 2.71 39. 418 ca e 42 A < 3336 cGl ILE 369 B 3.84
14. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 4036 OH TYR 445 B 2.70 :g :2; et :; » : :g;z gzi o ;2: : zi:
15. 7871 OD1 ASP 799 A <--> 2809 NH2 ARG 311 B 2.70 22, 120 g oLy 42 A < 3339 o  ILE 369 5 362
16. 7872 OD2 ASP 799 A <--> 2806 NH1 ARG 311 B 2.80 a3, 428 ca THR 43 A < 3322 cz aRe 368 B 3.92
17. 7872 o©ODZ2 ASP 799 A <--»> 3367 0OG SER 373 B 2.91 a4, 428 CA THR 43 a < 3323 NHLl ARG 368 B 3.83
18. 7884 © GLU 800 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 2.73 45. 428 CA THR 43 a < 3326 NH2 ARG 368 B 3.82
19. 7911 NH2 ARG 803 A <--> 3388 oDl ASN 376 B 2.60 46. 433 ¢ THR 43 a < 3322 cz aAre 368 B 3.87
20. 7911 NH2 ARG 803 A <--> 3399 oDl ASN 377 B 2.82 a7. 433 ¢ THR 43 A < 3323 mHL RRG 368 B 3.51
48, 420 CcB THR 43 a < 3326 NH2 ARG 368 B 3.76

21. 8253 OEl GLU 838 A <--> 4007 N GLY 442 B 2.81 20, 235 N asw 44 A < 3323 NHL ARG 368 5 330
50. 437 cA ASN 44 a < 3323 NHL ARG 368 B 3.83

Non-bonded contacts 51. 444 c ASN 44 A < 3323 NHL ARG 368 B 3.51
___________________ 52. 445 o ASN 44 A < 3322 Ccz ARG 368 B 3.77
53. 445 0 ASN 44 a < 3323 NHL ARG 368 B 2.61

P ATOM 1 ———— > AN ATOM 2 ———— > 54. 439 cc ASN 44 a < 3323 NHL ARG 368 B 3.60

5. 440 oDl ASN 44 a < 3319 CD ARG 368 B 3.29

56. 440 OD1 ASN a4 A < 3320 NE ARG 368 B 3.89

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 57 440 oOD1 ASN 44 A < 3322 Cz ARG 368 B 3.61

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 58. 440 o©OD1 ASN 44 A < 3323 NH1 ARG 368 B 2.59

1. 1 N PRO 1 A <--> 1818 NH2 ARG 217 B 3.11 59. 489 c PHE 48 a < 2501 NHZ ARG 281 B 3.59
2. 2 D TPRO 1 A  <--> 1818 NH? ARG 217 B 3.85 60. 490 o PHE 48 a < 2497 cz ARG 281 B 3.89
3. 71 CB GLU 8 A <--> 1815 NHL ARG 217 B 3.86 Z; zzz ‘;B i: :3 i z zz‘o’i Ez ﬁg 2;1 g ?23
4. 72 ce GLU 8 A <=> 1815 NHL ARG 217 B 3.61 63. 723 ND2 ASN 73 A < 2533 NE2 GLN 285 B 3.44
5. 73 €D GLU 8 A <--> 1815 NH1 ARG 217 B 3.38 64. 723 ND2 ASN 73 a < 2534 HE21 GLN 285 B 3.70
6. 73 CD GLU B8 A <--> 1818 ©NHZ ARG 217 B 3.73 65. 723 ND2 ASN 73 a < 2535 HE22 GLN 285 B 2.94
7. 75 OE2 GLU 8 A <--> 1814 cz ARG 217 B 3.13 66. 730 cA ASP 74 a < 2534 HE21 GLN 285 B 3.78
8. 75 OE2 GLU 8 A <--> 1815 NHL ARG 217 B 2.72 67. 731 CB ASP 74 a < 2533 NE2 GLN 285 B 3.51
o) 75 omaw 8 A <> s wmams 217 3 270 S DU oM b A 0 mMmmon o op am
10. 82 ce Asp 9 A <--> 1724 NHL ARG 209 B 3.76 70. 732 cc ASP 74 a < 2533 NEZ GLN 285 B 3.46
11. 82 €6 ASP 9 A <--> 1727 NH2 ARG 209 B 3.18 71. 732 ce ASP 74 a < 2534 HE21 GLN 285 B 3.05
1z. 83 0Dl ASP 9 A <--> 1723 CZ ARG 209 B 3.86 72. 732 cc ASP 74 A < 2535 HE22 GLN 285 B 3.05
13. 83 0Dl ASP 9 A <--> 1727 HNH2 ARG 209 B 2.82 73. 734 0D2 ASP 74 A < 2533 NE2 GLN 285 B 2.82
14. 84 OD2 ASP g A <--> 1723 CZ ARG 209 B 3.18 74. 734 ©OD2 ASP 74 A < 2534 HE21 GLN 285 B 2.73
15. 84 0OD2 ASP 9 A <--> 1724 WH1 ARG 209 B 2.72 ;2 ;:: ‘;gg :i; ;: i : i::g “222 g;g ;;i E g-ég
16. 84 OD2 ASP 9 A <--> 1727 NH2 ARG 209 B 2.79 7. 782 cos TEHR 76 A < 1861 con nsp 292 5 387
17 93 C€D2 PHE 10 A <--> 1183 HE21 GLN 154 B 3.88 78, 752 c2 THR 76 A < 1864 OD1 asp 222 B 3.a5

Anexo 1V. Interagdes formadas entre CrylAa e APN1TI. Cadeia A (APNL1TI). Cadeia B (CrylAa).
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140. 1334 oDl ASN 136 A <--> 4015 CB ALA 443 B 3.38
141. 1403 NE ARG 142 A <--> 2498 NH1 ARG 281 B 3.80
142. 1405 CZ ARG 142 A <--> 3424 OE2 GLU 379 B 3.78
143. 1405 CZ ARG 142 A <--> 4036 OH TYR 445 B 3.76
144. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 2498 NH1 ARG 281 B 3.84
145. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 3335 G2 ILE 369 B 3.67
146. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 3422 D GLU 379 B 3.86
147. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 3424 O©E2 GLU 379 B 2.71
755 w 1ie 77 A <> 1858 o RO 221 - 380 148. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 4036 OH TYR 445 B 2.70
763 0o TIE 77 A <--> 1857 C PRO 221 B 3.83 149. 1427 CD2 TRP 144 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.83
763 o TIILE 77 A <--> 1858 O PRO 221 B 3.66 150. 1428 CE2 TRP 144 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.86
763 o TILE 77 A <--> 1855 CB PRO 221 B 3.26 151. 1429 CE3 TRP 144 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 3.90
oo R IR e e 2 2 385 1s2. 1429 CE3 TRP 144 A <--> 3399 ODLl ASN 377 B 3.86
975 o2 THR 101 A < 1838 cpl TRE 219 B ey 153. 1429 CE3 TRP 144 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.56
982 W cvs 102 A  <-—> 1840 W1 TRP 218 B 376 154. 1433 CzZ2 TRP 144 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.63
982 N C¥s 102 A <--> 1837 CE2 TRP 219 B 3.88 155. 1434 cz3 TRP 144 A  <--> 3387 cG ASN 376 B 3.82
988 o© cYs 102 a <--> 1836 CD2 TRP 219 B 3.44 156. 1434 CzZ3 TRP 144 A <--> 3388 0Dl ASN 376 B 3.83
988 o0 c©ys 102 A <--> 1837 CE2 TRF 219 B 3.68 157. 1434 ©zZ3 TRP 144 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 3.16
::g g gi: igz : 2”1 igig gz; :si 21: 2 g-:# 158. 1434 CZ3 TRP 144 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.31
088 o0 cve 109 A <> 1p4s cz3 ThD 219 = 361 159. 1435 CH2 TRP 144 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.34
988 © ©vs 102 A  <-—> 1844 ©H2? TRP 218 B 3 84 160. 1542 ©zZ2 TRP 153 A <--> 3400 ND2 ASN 377 B 3.46
985 cB cCys 102 A <—-> 1842 cz2 TRE 219 B 367 161. 1544 CH2 TRP 153 A <--> 3335 cG2 ILE 369 B 3.86
993 c6 GLU 103 a <--> 1818 NH2 ARG 217 B 3.79 162. 7863 cCcA GLY 798 an <--> 3374 cC GLY 374 B 3.82
994 ©D GLU 103 A <--> 1812 NE ARG 217 B 3.34 163. 7863 CA GLY 798 A <--> 3376 N PRO 375 B 3.53
994 cp GLU 103 A <> 1814 cz ARG 217 B 3.61 164. 7863 CA GLY 798 A <--> 3378 CA PRO 375 B 3.51
o o ey M I i TmraRe MTOE 2o 165. 7864 ¢ GLY 798 A <> 3374 ¢ eLY 374 B 3.79
995 oml oLu 103 A < > 1814 cz ame 217 5 3z 166. 7864 C GLY 798 A <--> 3375 © GLY 374 B 3.56
995 oOEL GLU 103 A < > 1818 NH? ARG 217 . 2 86 167. 7864 C GLY 798 A <--> 3376 N PRO 375 B 3.84
996 O©OE2 GLU 103 A <--> 1812 NE ARG 217 B 2.96 168. 7864 C GLY 798 an <--»> 3378 caA PRO 375 B 3.60
996 OE2 GLU 103 A <--> 1814 CZ ARG 217 B 3.40 169. 7865 © GLY 798 A <--> 3378 CA PRO 375 B 3.84
996 OE2 GLU 103 A <--> 1818 NH2 ARG 217 B 3.02 170. 7865 © GLY 798 A <--> 3383 N ASN 376 B 3.69
1007 © MET 104 A <--> 2530 CG GLN 285 B 3.28 171. 7866 N ASP 799 A <--> 3374 C GLY 374 B 3.36
1007 o MET 104 a <--> 2531 CD GLN 285 B 3.71
1002 B mEr 104 A <> 2537 o oin 285 a 3a7 172. 7866 N ASP 799 A <--> 3375 © GLY 374 B 2.96
1004 Sp MET 102 A < > 2528 oA cIN 28% B 387 173. 7866 N ASP 799 A <--> 3376 N PRO 375 B 3.87
1004 SD MET 104 A <--> 2534 HE?1 GLN 285 B 3.45 174. 7868 CA ASP 799 A <-> 3374 ¢ GLY 374 B 3.89
1005 CE MET 104 a <--> 1843 CzZ3 TRP 219 B 3.67 175. 7868 cCA ASP 799 A <--> 3375 o© GLY 374 B 3.08
1292 cC6 ASN 132 A <--> 2494 CD ARG 281 B 3.74 176. 7869 CB ASP 799 A <--> 3371 N GLY 374 B 3.78
Eg; g: ::: Ez : :”i 2333 z‘: ﬁg ;gi g gg?r 177. 7869 CB ASP 799 A <-> 3375 © GLY 374 B 3.58
1202 oo mem 132 A <> 2201 wm2 ARG 281 - b 178. 7870 G ASP 799 A <--> 2805 CZ ARG 311 B 3.86
1293 opl ASN 132 A  <—-> 2473 oc sEr 273 B 3 a3 179. 7870 CG ASP 799 A <--> 2806 NHL ARG 311 B 3.64
1293 oDl ASN 132 A <--> 2493 CG ARG 281 B 3.53 180. 7870 cc ASP 799 A <--> 2809 NH2 ARG 311 B 3.16
1293 ©D1 ASN 132 a <--> 2494 CD ARG 281 B 3.33 i81. 7870 cCc ASP 799 A <--> 3362 o© GLY 372 B 3.89
1293 oDl ASN 132 A <--> 2495 NE ARG 281 B 2.60 182. 7871 oODl ASP 799 A <--> 2805 Cz ARG 311 B 3.61
Egg 231 i:: Ei 2 :”i 2;31 ::2 ﬁg 221 g i-‘;f‘r 183. 7871 ©OD1 ASP 799 A <--> 2806 NH1 ARG 311 B 3.67
1202 wn3 men 133 n D fies mel e m : S ea 184. 7871 oDl ASP 799 A <--> 2809 NH2 ARG 311 B 2.70
1204 HD2 ASN 132 A < > 2494 Ob ARG 281 B 338 185. 7871 o©ODl ASP 799 A <--> 3362 © GLY 372 B 3.75
1294 ND? ASN 132 A  <——> 2495 NE ARG 281 B 3. 10 186. 7872 o©D2 ASP 799 A <--> 2805 CZ ARG 311 B 3.25
1294 ND2 ASN 132 a <--> 2497 CZ ARG 281 B 3.41 187. 7872 o©D2 ASP 799 A <--> 2806 NH1 ARG 311 B 2.80
1294 ND2 ASN 132 A <--> 2498 NHL ARG 281 B 3.84 188. 7872 O©OD2 ASP 799 A <--> 2809 NH2 ARG 311 B 2.89
1294 ND2 ASN 132 A <--> 2501 NH2 ARG 281 B 3.68 189. 7872 ©D2 ASP 799 A <--> 3362 © GLY 372 B 3.85
1306 ¢ LEU 133 A <--> 2498 NHL ARG 281 B 3.69 190. 7872 oD2 ASP 799 A <--> 3365 CA SER 373 B 3.30
Do IS A T oma oomonme B 342 191, 7872 op2 AsP 799 A <--> 3366 CB SER 373 B 3.45
1307 o LEU 133 A < > 2501 NHZ ARG 281 5 357 192. 7872 o©D2 ASP 799 A <--> 3367 0G SER 373 B 2.01
1323 ©B THR 135 A <--> 4023 G2 VAL 444 B 3.75 193. 7872 oD2 ASP 799 A <--> 3371 N GLY 374 B 3.82
1324 ©0Gl THR 135 A <--> 2498 NHL ARG 281 B 3.81 194. 7875 N GLU 800 A <--> 3386 CB ASN 376 B 3.90
1324 oGl THR 135 A <--> 4023 CG2 VAL 444 B 3.66 195. 7883 C GLU 800 A <--> 3386 CB ASN 376 B 3.82
1253 g:i iy 132 2 é”; ig;g gsl i :ii s g-z; 196. 7883 C GLU 800 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 3.67
1324 ocl THR 135 A < 4036 om T 445 s 2 70 197. 7884 © GLU 800 A <--> 3386 CB ASN 376 B 3.22
1326 o2 THR 135 A  <——> 3399 oDl ASN 377 B 362 198. 7884 © GLU 800 A <--> 3387 cG ASN 376 B 3.41
1326 cG2 THR 135 A <--> 4023 CG2 VAL 444 B 3.81 199. 7884 © GLU 800 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 2.73
1334 oDl ASN 136 a <--> 4011 o GLY 442 B 3.81 200. 7885 N ALA 801 b\ <--> 3354 cD1 LEU 371 B 3.88

201. 7887 CA ALA 801 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 3.80
202. 7890 © ALA 801 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 3.70
203. 7903 cG ARG 803 A <--> 3389 ND2 ASN 376 B 3.79
204. 7905 NE ARG 803 A <--> 3387 cG ASN 376 B 3.59
205. 7905 NE ARG 803 A <--> 3388 oDl ASN 376 B 3.16
206. 7905 NE ARG 803 A <> 3389 ND2 ASN 376 B 3.50
207. 7905 NE ARG 803 A <--> 3399 oDl ASN 377 B 3.69
208. 7907 CZ ARG 803 A  <--> 3387 c©G ASN 376 B 3.66
209. 7907 cz ARG 803 A <> 3388 oDl ASN 376 B 3.07
210. 7907 CZ ARG 803 A <--> 3399 oDl ASN 377 B 3.69
211. 7911 NH2 ARG 803 A  <-> 3387 cG ASN 376 B 3.53
212. 7911 NHZ ARG 803 A <--> 3388 0Dl ASN 376 B 2.60
213. 7911 NH2 ARG 803 A <--> 3398 cG AsSN 377 B 3.83
214. 7911 NH2 ARG 803 A <> 3399 oDl AsN 377 B 2.82
215. 8223 OEl GLN 835 A <> 3379 CB PRO 375 B 3.73
216. 8251 CG GLU 838 A <--> 4015 CB ALA 443 B 3.84
217. 8252 cCD GLU 838 A <--> 4007 W GLY 442 B 3.43
218. 8252 CD GLU 838 A <> 4010 C GLY 442 B 3.81
219. 8252 cp GLU 838 A <> 4012 N ALA 443 B 3.01
220. 8252 CD GLU 838 A <-—> 4014 CA ALA 443 B 3.64
221. 8252 CD GLU 838 A <--> 4015 CB ALA 443 B 3.80
222. 8253 OEl GLU 838 A  <--> 4007 N GLY 442 B 2.81
223. 8253 OEl GLU 838 A <-—> 4009 CA GLY 442 B 3.09
224. 8253 OEl GLU 838 A <--> 4010 C GLY 442 B 3.33
225. 8253 OEl GLU 838 A <--> 4012 N ALA 443 B 2.97
226. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 4003 CA ALA 441 B 3.69
227. 8254 OE2 GLU 838 A  <--> 4007 N GLY 442 B 3.30
228. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 4012 N ALA 443 B 2.92
229. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 4014 CA ALA 443 B 3.43
230. 8261 O0Gl THR 839 A <--> 4015 CB ALA 443 B 3.21
Number of hydrogen bonds: 21

Number of non-bonded contacts: 230

Anexo 1V. Continuagéo.
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List of atom—-atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t597 Chains A }{ B

-------------- 17. 83 oDl ASP 9 A <> 1819 NH2 ARG 185 B 2.73
18. 84 OD2 ASP 9 A <--> 1815 CZ ARG 185 B 3.66

Pa— ATOM 1 -————m > P ATOM 2 ————n > 19. 84 oD2 ASP 9 A <> 1816 NHL ARG 185 B 2.76

20. 84 0D2 ASP 9 A <> 1819 NH2 ARG 185 B 3.70

21. 421 cp GLU 42 A <> 3362 ND2 ASN 340 B 3.23

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 22. 422 OBl GLU 42 A <--> 3359 CB ASN 340 B 3.38

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 23, 227 oF1 GLU 42 A  <-—> 3360 G ASN 340 s 371

1 75 OE2Z GLU 8 A <--> 1813 NE ARG 185 B 2.89 24. 422 O©OEl GLU 42 A <—-> 3362 ND2 ASN 340 B 3.02
2 75 OEZ GLU B a <--» 1819 NH? ARG 185 B 2.72 25. 423 OE2 GLU 42 A <--> 3362 ND2 ASN 340 B 2.87
3 86 O ASP 9 A <--> 1819 NH2 ARG 185 B 2.89 26. 736 0 AsSP 74 A <--> 2487 CB ARG 249 B 3.69
27. 736 o aAsP 74 A <> 2488 CG ARG 249 B 3.41

4 83 opl ase 2 A <-> 1819 NH2 ARG 185 B 2.73 28. 736 O AsSP 74 A <--> 2489 CD ARG 249 B 3.78
5. 84 0OD2 ASP 9 A <--> 1816 NHL ARG 185 B 2.76 29. 732 cG ASP 74 A <--> 4028 ND2 ASN 410 B 3.26
6 733 opl asp 74 A <--> 4028 ND2 ASN 410 B 2.86 30. 733 opl AsP 74 A <--> 4028 ND2 ASN 410 B 2.86
7. 750 ©Gl THR 76 A <--> 2490 NE ARG 249 B 2.84 31. 734 oOD2 ASP T4 A <--> 4028 ©ND2 ASN 410 B 3.77
8 750 oel THR 76 A <—> 2496 NH2 ARG 249 B 3.22 32. 750 0@l TER 76 A <-——> 2490 NE ARG 249 B 2.84
9 1282 © 1¥YS 130 A <--> 2496 NH2 ARG 249 B 2.69 33. 750 oGl THR 76 A <-—> 2492 GCZ ARG 249 B 3.41
10 1293 oDl ASN 132 A <> 4033 N SER 411 B 2.77 34. 750 ©OGL THER 76 A <--> 2496 NH2 ARG 249 B 3.22
35. 1004 SD MET 104 A <> 2501 N GLY 250 B 3.50

11 1293 ODL ASN 132 A <--> 4037 oG SER 411 B 2.79 36, 1004 Sp MET 104 A <——> 2503 ca oLy 250 B e
12. 1294 ND2 ASN 132 A <-—> 4021 o SER 409 B 2.93 37. 1005 CE MET 104 A <—-> 2501 N GLY 250 B 3.87
13 1324 0©Gl1 THR 135 A <--> 4018 oOG SER 409 B 2.70 38. 1281 ¢ LYS 130 a <--> 2496 NH2 ARG 249 B 3.49
14 1334 OD1 ASN 136 A <--> 4018 OG SER 409 B 2.83 39. 1282 o L¥S 130 A <--> 2490 NE ARG 249 B 3.80
15 1409 NH2 ARG 142 A  <--> 4040 o SER 411 B 2.70 40. 1282 o I¥s 130 A <> 2492 CZ ARG 243 B 3.64
41. 1282 o 1¥S 130 A <--> 2496 NHZ ARG 249 B 2.69

16. 7871 oDl ASP 799 A <--> 2775 NH2 ARG 279 B 2.77 22, 1286 ¢ iy 131 A  <-—> 2496 NH? ARG 249 5 3.87
17. 7872 o0D2 ASP 799 A <-—-> 2775 NH2 ARG 279 B 2.68 43. 1287 o GLY 131 A  <—-> 2496 NH2 ARG 249 B 3.76
i8. 8185 o© ASN 831 A <--> 3047 N MET 309 B 3.12 44. 1291 CB ASN 132 A <--> 2492 CZ ARG 249 B 3.81
19. 8180 oDl ASN 831 A <--> 3067 ND2 ASN 311 B 2.71 45, 1291 CB ASN 132 A  <--> 2493 NHl ARG 249 B 3.46
20. 8181 ND2 ASN 831 A <--> 3060 O GLY 310 B 2.94 46. 1291 cB ASN 132 A <-——> 4037 oe SER 411 B 3.65
21, 8558 ODL ASN 870 A <--> 3981 NHL ARG 405 B 2.71 :; ﬁgi zg ::: i:; : :“i :35; E zzi :fi 2 gzi
22. 8558 ODL ASN 870 A <--> 39B4 NH2 ARG 405 B 2.72 19, 1202 oo ASN 132 A <> 4035 oa sem 411 s 3 80
50. 1292 CG ASN 132 A <> 4037 0G SER 411 B 3.33

Non-bonded contacts 51. 1293 OD1 ASN 132 A <--> 4031 cC ASN 410 B 3.83
——————————————————— 52. 1293 OD1 ASN 132 a <--> 4033 N SER 411 B 2.77
53. 1293 opl ASN 132 A <> 4035 cA SER 411 B 3.01

P ATOM 1 ——-—e N PR ATOM 2 —o—ee N 54. 1293 OD1 ASN 132 A <--> 4036 CB SER 411 B 3.49

55. 1293 OD1 ASN 132 A <--> 4037 O SER 411 B 2.79

56. 1294 ND2 ASN 132 A <> 4021 O SER 409 B 2.93

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 57. 1294 ND2 ASN 132 A <--> 4024 Cca BSN 410 B 3.45

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 58. 1294 ND2 ASN 132 A <--> 4033 N SER 411 B 3.40

1 70 CA GLU 8 A <--> 1819 NH2 ARG 185 B 3.71 59. 1310 cA GLN 134 A <> 4021 O SER 409 B 3.76
2. 76 ¢ GLU 8 A <--> 1819 NH? ARG 185 B 3.71 60. 1311 CB GILN 134 A <--> 4021 O SER 409 B 3.53
3 73 ©p eLu 8 A <--> 1810 NH2 ARG 185 B 361 61. 1311 CB GILN 134 A <--> 4017 CB SER 409 B 3.84
62. 1320 N THER 135 A <> 4017 CB SER 409 B 3.88

4. 75 OE2Z GLU 8 A <-—> 1813 NE ARG 185 B 2.89 63. 1320 N THR 135 A <--> 4018 OG SER 409 B 3.90
5. 75 OE2 GLU 8 a <-—> 1815 CZ BARG 185 B 3.24 64. 1327 ¢ THER 135 A <> 4018 O SER 409 B 3.84
6 75 OEZ GLU B8 A <--> 1819 NHZ ARG 185 B 2.72 65. 1323 ©B THER 135 A <--> 3389 O ILE 343 B 3.78
T. 78 N ASP 9 a <--> 1819 NH? ARG 185 B 3.40 66. 1323 CB THR 135 A <--> 3395 ODl ASN 344 B 3.10
8 85 © asp 9 A  <-—-> 1819 NHZ? ARG 185 B 3.84 67. 1323 C€B THER 135 A <> 4018 O SER 409 B 3.66
68. 1323 CB THER 135 A  <--> 4054 cCG2 VAL 413 B 3.68

9 86 o ase 9 A €--> 1815 ©z ARG 185 B 3.47 69. 1324 oGl THR 135 A <--> 3395 oDl ASN 344 B 3.50
10 86 © AsP 2 A <-—> 1816 NHL ARG 185 B 3.66 70. 1324 ©0Gl THR 135 A <--> 4017 CB SER 409 B 3.24
11. 86 O  ASP 9 A <--> 1819 NH2 ARG 185 B 2.89 71. 1324 0Gl TER 135 A <--> 4018 0G SER 409 B 2.70
12. 82 cc AsP 9 A <--> 1815 CZ ARG 185 B 3.72 72. 1324 oGl TER 135 A <> 4054 cCe2 VAL 413 B 3.04
13. 82 G ASP 9 A <--> 1816 NH1 ARG 185 B 3.16 73. 1326 ©G2 TER 135 A <--> 3389 O TILE 343 B 3.01
14, 82 ce AsP a9 A <> 1819 NH? ARG 185 B 3.35 74. 1326 CG2 TER 135 A <--> 4054 CG2 VAL 413 B 3.79
75. 1329 N ASN 136 A <> 4017 CB SER 409 B 3.46

15. 83 oDl asp 9 A <--> 1815 CZ ARG 185 B 3.22 76. 1329 N ASN 136 A <--> 4018 OG SER 409 B 2.99
16. 83 oDl AsSP 9 A <-—> 1816 NHL ARG 185 B 2.90 77. 1331 c©A AsN 136 A <-—> 4018 0G SER 409 B 3.84

Anexo V. Interacdes formadas entre CrylAb e APN1TI. Cadeia A (APNL1TI). Cadeia B (CrylAb).
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78. 1332 CB ASN 136 A <> 4017 CB SER 409 B 3.80
79. 1332 CB ASN 136 A <> 4018 o0G SER 409 B 3.69

80. 1333 cec ASN 136 A <--> 4017 CB SER 409 B 3.49

81. 1333 ce ASN 136 A <> 4018 oG SER 409 B 3.08

82. 1334 oDl ASN 136 A <--> 4017 CB SER 409 B 3.71

83. 1334 oDl ASN 136 A <--> 4018 oG SER 409 B 2.83

84. 1335 ND2 ASN 136 A <> 4017 CB SER 409 B 3.68

85. 1335 KND2 ASN 136 A <--> 4018 oG SER 409 B 3.60

86. 1405 ©z ARG 142 A <--> 4040 © SER 411 B 3.85

87. 1409 NH2 ARG 142 A <> 4035 cA SER 411 B 3.88

88. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 4039 ¢ SER 411 B 3.60

89. 1409 NH2 ARG 142 A <--> 4040 © SER 411 B 2.70

90. 1429 CE3 TRP 144 a2 <--> 3379 c GLY 342 B 3.74

91. 1429 CE3 TRP 144 A <--> 3381 N ILE 343 B 3.33

92. 1429 CE3 TRP 144 A <--> 3383 CA ILE 343 B 3.72

93. 1434 cz3 TRP 144 A <—-> 3378 CA GLY 342 B 3.39

94. 1434 ©z3 TRP 144 A <--> 3379 ¢ GLY 342 B 3.28

95. 1434 ©z3 TRP 144 a <> 3380 o oGLY 342 B 3.83

96. 1434 ©z3 TRP 144 A <--> 3381 N ILE 343 B 3.38

97. 1435 CH2 TRP 144 a <--> 3362 ND2 ASN 340 B 3.44

98. 1435 CH2 TRP 144 A <> 3379 c GLY 342 B 3.89

99. 1540 NE1 TRP 153 A <--> 3386 CGLl TLE 343 B 3.63 139. 8180 oDl ASN 831 A <--> 3066 oDl ASN 311 B 3.65
100. 7866 N  ASP 799 A <--> 3371 CG2 ILE 341 B 3.61 140. 8180 oDl ASN 831 A <--> 3067 ND2 ASN 311 B 2.71
101. 7868 CA ASP 799 A <> 3371 cG2 ILE 341 B 3.55 141. 8181 ND2 ASN 831 A <--> 3059 ¢ GLY 310 B 3.82
102. 7870 ©G ASP 799 A <—-> 2775 NH2 ARG 279 B 3.09 142. 8181 ND2 ASN 831 A <-—-> 3060 O GLY 310 B 2.94
103. 7871 oDl ASP 799 A <——> 2775 NH2 ARG 279 B 2.77 143. 8181 ND2 ASN 831 A <--> 3063 cA ASN 311 B 3.86
104. 7871 oD1 ASP 799 A <> 3369 CA ILE 341 B 3.77 144. 8189 CB ASN 832 A <--> 3065 cE& ASN 311 B 3.74
105. 7871 oDl ASP 799 A <—-> 3370 CB ILE 341 B 3.81 145. 8189 OB ASN 832 A  <—-> 3066 oOD1 ASN 311 B 3.12
106. 7871 oDl ASP 799 A <> 3372 c6l ILE 341 B 3.65 146. 8189 CB ASN 832 A <--> 3067 ND2 ASN 311 B 3.64
107. 7871 oD1 ASP 799 A <> 3371 cG2 ILE 341 B 3.50 147. 8190 c©c ASN 832 A <--> 3066 oDl ASN 311 B 3.81
108. 7872 op2 Asp 799 A <-—> 2771 cz ARG 279 B 3.85 148. 8192 ND2 ASN 832 A <--> 3044 CG2 THR 308 B 3.75
109. 7872 oOD2 ASP 799 A <—-> 2775 NH2 ARG 279 B 2.68 149. 8192 ND2 ASN 832 A <--> 3067 ND2 ASN 311 B 3.64
110. 7884 o0 GLU 800 A <> 3378 cA GLY 342 B 3.78 150. 8212 ND2 ASN 834 A <--> 3996 © SER 406 B 3.80
111. 7504 cp Arc 803 A <--> 3381 N ILE 343 B 3.67 151. 8212 ND2 ASN 834 A <--> 4069 cG2 ILE 415 B 3.45
112. 7904 c©D ARe 803 A <--> 3385 CG2 ILE 343 B 3.68 152. 8252 cD GLU 838 A  <--> 3009 Cca GLY 407 B 3.60
113. 7905 NE ARG 803 A <> 3375 o ILE 341 B 3.83 153. 8253 OEl GLU 838 A <--> 3999 CcA GLY 407 B 3.39
114. 7905 RNE aRc 803 A <-—> 3378 CA GLY 342 B 3.23 154. 8253 OEl GLU 838 A <--> 4000 c GLY 407 B 3.26
115. 7805 RE ARG 803 A <--> 3379 ¢ GLY 342 B 3.80 155. 8253 OEl GLU 838 A <--> 4001 o GLY 407 B 3.60
116. 7905 NE ARG 803 A <> 3381 N ILE 343 B 3.30 156. 8253 OEL GLU 838 A <--> 4002 N PHE 408 B 3.61
117. 7907 cz ARG 803 A <--> 3375 O ILE 341 B 3.47 157. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 3999 CcA GLY 407 B 3.25
118. 7907 cz ARG 803 A <--> 3378 CA GLY 342 B 3.81 158. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 4070 CGl ILE 415 B 3.84
119. 7911 NH2 ARG 803 A <> 3374 c ILE 341 B 3.49 159. 8261 OGl THR 839 A <--> 3396 ND2 ASN 344 B 3.46
120. 7911 NH2 ARG 803 A <-—> 3375 o ILE 341 B 3.10 160. 8548 CD GLU 869 A <--> 3006 CB PRO 304 B 3.83
121. 7911 NH2 ARG 803 A <--> 3376 N GLY 342 B 3.68 161. 8549 OEl GLU 869 A <--> 3006 CB PRO 304 B 3.78
122. 7911 NH2 ARG 803 A <-—> 3378 CA GLY 342 B 3.69 162. 8550 OE2 GLU 869 A <--> 3006 CB PRO 304 B 3.67
123. 8177 CA ASN 831 A <--> 3050 CB MET 309 B 3.84 163. 8557 cc AsSN 870 A  <--> 3981 NHL ARG 405 B 3.34
124. 8185 O ASN 831 A <--> 3047 N MET 309 B 3.12 164. 8557 ©G ASN 870 A <--> 3984 NH2 ARG 405 B 3.80
125. 8185 O ASN 831 A <--> 3045 ca MET 309 B 3.86 165. 8558 oOD1 ASN 870 A <--> 3980 CZ ARG 405 B 3.13
126. 8185 0 ASN 831 A <--> 3050 cCB MET 309 B 3.55 166. 8558 ODL ASN 870 A <--> 3981 NHL ARG 405 B 2.71
127.  B179 CG ASN 831 A <--> 3050 CcB MET 309 B 3.83 167. 8558 OD1 ASN 870 A <--> 3984 NH2 ARG 405 B 2.72
128. 8179 ©G ASN 831 a <> 3060 O GLY 310 B 3.56 168. 8550 wD2 ASN 870 A <-—-> 3081 NHL ARG 405 B 381
129. 8179 CG ASN 831 A <--> 3065 CG ASN 311 B 3.80 169. 8590 cG GLU 873 A  <--> 3981 NHL ARG 405 B 3.76
130. 8179 ©G ASN 831 A <> 3066 OD1 ASN 311 B 3.79 170. 8591 b Gru 873 A <--> 3081 NHL1 ARG 405 B 2.86
131.  B179 €6 ASN 831 A <--> 3067 ND2Z ASN 311 B 3.53 171. 8592 OEl GLU 873 A <--> 3981 NHL ARG 405 B 2.92
132. 8180 oDl ASN 831 A <> 3049 CA MET 309 B 3.62 172. 8593 OE2 GLU 873 A  <--» 3977 CD ARG 405 B 3.67
133. 8180 oDl ASN 831 A <> 3054 c MET 309 B 3.34 173. 8593 OE2 GLU 873 A <--> 3980 CZ BRG 405 B 3.81
134.  B180 OD1 ASN 831 A <--> 3055 © MET 309 B 3.35 174. 8593 O©OE2 GLU 873 A <--> 3981 NHL ARG 405 B 2.71
135. 8180 oOD1 ASN 831 a2 <—-> 3050 CB MET 309 B 3.22

136. 8180 OD1 ASN 831 A <> 3059 ¢ GLY 310 B 3.70 Number of hydrogen bonds: 22

137. 8180 oDl ASN 831 A <> 3060 o GLY 310 B 3.40

138. 8180 oDl ASN 831 A <--> 3065 ©G ASN 311 B 3.37 Number of non-bonded contacts: 174

Anexo V. Continuag&o.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t598 Chains & }{ B

22. 423 ©OE2 GLU 42 A <-—> 3370 cB PHE 339 B 3.41
23. 423 OE2 GLU 42 a <--> 3379 N ASN 340 B 3.39

24. 428 ©CA THR 43 A <—-> 2507 © ARG 249 B 3.68

25. 439 CG ASN 44 a <--> 2500 NH1 ARG 249 B 3.70

26. 439 ©ce ASN 44 A <-—> 4060 0@ SER 411 B 3.76

27. 440 oDl ASN 44 A <-—> 2496 cD ARG 249 B 3.22

1 CaTomM 2 28. 440 0Dl ASN 44 A <-—> 2499 ©z ARG 249 B 3.77

29. 440 oDl ASN 44 A <-—> 2500 NH1 ARG 249 B 2.75

30. 440 oDl ASN 44 A <--> 4059 C©B SER 411 B 3.32

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 31, 440 oDl ASN 44 A  <--> 4060 o0 SER 411 B 2.80

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 35, 157 o GIN 45 A <--> 4040 CB SER 409 B 338

1. 440 oD1 ASN 44 A <--> 2500 NH1 ARG 249 B 2.75 33, 157 © GIN 45 A  <--> 4041 0G SER 408 B 2.87
2. 440 oOD1 ASN 44 n <--> 4060 oG SER 411 B 2.80 34. 474 CB SER 47 A <--> 4054 cC ASN 410 B 3.78
3. 457 0O GLN 45 -y <--> 4041 o0G SER 409 B 2.87 35. 474 CB SER 47 a <--> 4055 © ASN 410 B 3.32
4. 475 0OG SER 47 A <--> 4055 ©O ASN 410 B 2.69 36. 474 CB SER 47 A --> 4058 CA SER 411 B 3.86
5. 475 oz SER 47 A  <--> 4064 N SER 412 B 2.78 37. 475 oG SER 47 A <-—> 4054 c ASN 410 B 3.38
6. 490 © DPHE 48 A <--> 4068 0@ SER 412 B 2.92 38. 475 oG SER 47 A <-—> 4055 © ASN 410 B 2.69
7. 1324 0Gl THR 135 A  <--> 3441 OEl GLN 346 B 2.82 39 475 06 SER 47 A <> 4056 W SER 411 B 3.62
8. 1334 OD1 ASN 136 A <--> 2791 NHL ARG 279 B 3.11 40. 475 06 SER 47 A <--> 4058 cCA SER 41l B 3.1
9. 1334 oDl ASN 136 A <--> 2794 NH2 ARG 279 B 2.71 41 475 o0s sER 47 A <-> 4062 C©  SER 411 B 3.34
42, 475 oG SER 47 A <--> 4064 N SER 412 B 2.78

10 1540 NEL TRP 153 A <--> 3403 0 GLY 342 B 3.08 13, 475 oG SER 47 A <--> 4066 CA SER 412 B 3.86
11. 7871 0Dl ASP 799 A <--> 3430 ND2 ASN 345 B 3.08 ™ 175 oc SER 47 A <--> 4067 ©B SER 412 B 330
12. 7850 o aALa 801 A <--> 3385 ND2 ASN 340 B 2.76 5. 175 oG SER 4T A  <--> 4068 0G SER 412 B 3.65
13. 7905 NWE ARG B03 A <--> 3384 oDl ASN 340 B 2.81 46. 479 W PHE a8 A <--> 4068 ©0G SER 412 B 3.51
14. 7908 NH1 2RG 803 A <--> 3418 oDl ASN 344 B 2.82 47. 481 CA PHE 48 A  <--> 4068 0G SER 412 B 3.54
15. 7911 NH2 ARG 803 A <--> 3384 0Dl ASN 340 B 2.70 18. 489 ¢ PHE 48 A <-—> 4068 0@ SER 412 B 3.41
16. 8211 oOD1 ASN 834 A <--> 2814 ©OH TYR 281 B 2.79 49. 490 ©  PHE 48 A  <--> 4067 CB SER 412 B 3.89
17. 8212 ND2 ASN 834 A <--> 2798 O ARG 279 B 2.96 50. 490 o PHE 48 A <> 4068 OG SER 412 B 2.92
51. 482 CB PHE 48 A  <-—> 4068 03 SER 412 B 3.20

Non-bonded contacts 52. 485 CD2 PHE 48 a <--> 4060 OG SER 411 B 3.31
___________________ 53. 487 CE2 PHE 48 A <-—> 2500 NH1 ARG 249 B 3.21
54. 487 CE2 PHE 48 a <--> 4060 OG SER 411 B 3.16

5. 487 CE2 PHE 48 A  <-—> 4076 ©G1 VAL 413 B 3.80

<= ATOM 1 - > < ATOM 2 -—— > 56. 488 cz PHE 48 A <--> 2500 NWHL ARG 249 B 3.43

57. 1293 0Dl ASN 132 a  <--> 4067 ©B SER 412 B 3.26

Atom Atom Res Res Atom Atem Res Res 58. 1293 oDl ASN 132 A <--> 4068 ©0G SER 412 B 3.38

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 59. 1327 c© THR 135 A <--> 3411 c ILE 343 B 3.60

1. 418 cA GLU 42 A <--> 2499 CZ ARG 249 B 3.70 60. 1327 ¢ THR 135 A <-—> 3412 o ILE 343 B 3.45
2. 418 CA GLU 42 A <-->» 2500 NH1 BRG 249 B 3.62 61. 1328 o THR 135 A <--> 3406 caA ILE 343 B 3.29
3. 418 CcA GLU 42 A <--> 2503 NH2 ARG 249 B 3.44 62. 1328 O THR 135 A <--> 3411 ©c ILE 343 B 2.92
a. 424 ¢ Ly 42 A <--> 2400 CzZ ARG 249 B 3.65 63. 1328 o THR 135 A <-—> 3412 o TILE 343 B 2.59
5. 424 c GLU 42 A <> 2500 NH1 ARG 249 B 3.51 64. 1328 ©O THR 135 a <--> 3407 CB ILE 343 B 3.48
6. 420 © W 42 A <> 2503 WE2 ARG 249 B 3.48 Ge. 123 cm rm 135 2 <> 3 o Am 8 B a2
7 425 0 eLu 42 A <--> 2495 C6 ARG 249 B 3.49 67. 1323 B THR 135 A <-—> 3441 OEl GLN 346 B 3.65
8. 425 0 GLU 42 A <--> 2496 CD ARG 249 B 3.40 68. 1324 oGl THR 135 A <--> 3440 C©D GLN 346 B 3.63
9. 425 o GLU 42 A <--> 2497 NE ARG 249 B 3.34 §3. 1324 oGl THR 135 A <--> 3441 O©El GLN 346 B 2.82
10 425 0 cLU 42 A <--> 2499 CZ ARG 249 B 2.88 70. 1324 oGl THR 135 A <--> 3444 HE2?2 GLN 346 B 3.67
i1. 425 0 GLU 42 n  <--> 2500 NH1 ARG 249 B 2.61 1. 1324 061 THR 135 A <--> 4077 cG2 VAL 413 B 3.53
12. 425 0 LU 42 A <--> 2503 NH2 ARG 249 B 3.51 72. 1326 ©G2 THR 135 A <--> 3395 ©Gl ILE 341 B 3.68
13. 419 CB GLU 42 A <--> 2503 NH2 ARG 249 B 3.55 73. 1326 cG2 THR 135 A <--> 3402 c GLY 342 B 3.83
14 420 cc GLU 42 A <--> 2503 NH2 ARG 249 B 3.57 74. 1326 ©G2 THR 135 A <--> 3403 o GLY 342 B 3.27
15 421 ©D GLu 42 a <--> 3377 © pHE 330 B 3.60 75. 1326 ©G2 THR 135 A  <-—> 3406 cA ILE 343 B 3.50
16. 421 c©n GLu 42 A <—-> 3378 © PHE 330 B 364 76. 1326 ©G2 THR 135 A <--> 3411 < ILE 343 B 3.56
17. 421 c©D GLU 42 A <--> 3370 ©B PHE 339 B 3.66 Z; jl-ggg sgi :E 12: i :”i g:gi g :zz ;:: g :ig
18 422 oEl eLu 42 A <7~> 3370 cB PHE 339 B 3.39 79. 1333 ©G ASN 136 A <-—> 2794 WH2 ARG 279 B 3.59
1o 423 oE2 cLu 42 A <--> 3369 Cca PHE 339 B 275 80. 1334 oDl ASN 136 A <> 2790 CZ ARG 279 B 3.24
20 423 ©OE2 GLU 42 A <--> 3377 c PHE 339 B 3.10 81. 1334 oDl ASN 136 A <--> 2791 WNH1 ARG 279 B 3.11
21 423 0EZ eLU 42 A <--> 3378 © PHEE 339 B 3.24 82. 1334 0Dl ASN 136 A <--> 2794 NWH2 ARG 279 B 2.71

Anexo VI. Interagcdes formadas entre CrylAc e APN1TI. Cadeia A (APN1TI). Cadeia B (CrylAc).
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83. 1334 oDl ASN 136 A <--> 3423 © ASN 344 B 3.27
84. 1413 O ARG 142 A <--> 3408 G2 ILE 343 B 3.06
85. 1406 NH1 ARG 142 A <--> 4075 CB VAL 413 B 3.72
86. 1406 NHL ARG 142 A <--> 4077 G2 VAL 413 B 3.77
87. 1409 NWH2 ARG 142 A <--> 3444 HE22 GLN 346 B 3.89
88. 1409 NH2 ARG 142 A  <--> 4075 c©B VAL 413 B 3.82
89. 1422 N TRP 144 A  <--> 3408 CG2 TLE 343 B 3.50 144. 7911 NH2 ARG 803 A  <--> 3384 ODL ASN 340 B 2.70
90, 1425 cB TRE 144 A < = 3108 co2 ILE 343 5 371 145. 7952 CE2 TYR 807 A <--> 3410 ND2 ASN 344 B 3.61
91. 1429 CE3 TRE 144 A <--> 3385 ND2 ASN 340 B 3.69 146. 7953 cz T¥R BO7 R <m> 3419 WD2 AsW 344 B 337
147. 7954 OH TYR BO7 n <--> 3417 ©G ASN 344 B 3.38
92. 1429 cCE3 TRP 144 A <--> 3399 N GLY 342 B 3.81 148. 7954 OH TYR 807 A <--> 3418 oDl ASN 344 B 3.26
93. 1429 CE3 TRP 144 A <--> 3401 cR GLY 342 B 3.24 149. 7954 OH TYR 807 A <-—> 3419 ND2 ASN 344 B 2.94
94. 1434 cz3 TRP 144 A <--> 3381 ca BAsSN 340 B 3.87 150. 8210 cG ASN 834 A <--> 2814 oOH TYR 281 B 3.37
95. 1434 Cz3 TRP 144 a <--> 3382 CB ASN 340 B 3.81 151. 8211 OD1l ASN 834 n <--> 2813 CZ TYR 281 B 3.72
96. 1434 cCz3 TRP 144 A <--> 3383 <G ASN 340 B 3.53 152. 8211 OD1 ASN 834 n <--> 2814 OH TYR 281 B 2.79
97. 1434 ©zZ3 TRP 144 A <--> 3385 ND2 ASN 340 B 3.00 153. 8212 ND2 RSN 834 A <--> 2797 C ARG 279 B 3.72
9g8. 1434 CZ3 TRP 144 A <--> 3399 N GLY 342 B 3.74 154. 8212 ND2? ASN 834 A  <--> 2798 o ARG 279 B 2.96
99. 1434 cz3 TRP 144 A <> 3401 ca GLY 342 B 3.65 155. 8212 ND2 ASN 834 A <--> 2785 CB ARG 278 B 3.60
100. 1540 WEL TRP 152 A <-—> 3403 o oIy 242 s 3 08 156. 8212 ND2 ASN 834 A <--> 2814 OH TYR 281 B 3.64
101. 1537 cE2 TR 153 A <--> 3403 © GLY 342 B 3.86 BT gL oo o R R ST D R onm o B e
102. 1543 Cz3 TRP 153 A <--> 2500 NH1 ARG 249 B 3.67 159. 8221 ©6 GIN 835 A <--> 3419 ND2 ASN 344 B 3.28
103. 1544 CH2 TRP 153 A <--> 2499 ©z ARG 249 B 3.84 160. 8222 ©D GIN 835 & <> 1416 CB ASN 344 B 377
104. 1544 CH2 TRP 153 A <--> 2500 NH1 ARG 249 B 3.58 161. 8222 ©D GLN 835 A  <--> 3417 ©G ASN 244 B 3.69
105. 1544 CH2 TRP 153 A <--> 2503 NH2 ARG 249 B 3.22 162. 8222 ©D GIN 835 A  <--> 3410 ND2 ASN 344 B 3.32
106. 2904 CB ASP 295 n L—=> 3409 CcGl ILE 343 B 3.76 163. 8223 OEl GLN 835 A <--> 3416 CB ASN 344 B 3.12
107. 2905 ©CG ASP 295 A <--> 3409 cCGl ILE 343 B 3.58 164. 8223 OEl1 GLN 835 A <--> 3417 CG ASN 344 B 3.07
108. 2905 ©G ASP 295 A <--> 3408 ©G2 ILE 343 B 3.81 165. 8223 OEl GLN 835 A <--> 3418 ODL ASN 344 B 3.69
109. 2907 oD2 ASP 295 A <> 31407 ©B ILE 343 B 3.78 166. 8223 OEl GIN 835 A <--> 3410 ND2 ASN 344 B 3.14
110. 2907 oD2 ASP 295 A <--> 3409 cGl ILE 343 B 3.44 167. 8251 ce6 GLU 838 A <--> 2791 WNHL ARG 279 B 3.66
168. 8252 CD GLU 838 a <--> 2786 CG ARG 279 B 3.70
111. 2907 O0D2 ASP 295 A <--> 3408 G2 ILE 343 B 3.23 leo. 8292 op ey 838 &  <—> 2790 cz ame 270 s 374
112. 7870 CG ASE 799 A <--> 3338 NHZ BRG 336 B 3.18 170. 8252 c©p GLU 838 A <> 2791 NHL ARG 279 B 2.86
113. 7871 oOD1 ASP 799 2 <--> 3332 NE ARG 336 B 3.82 171. 8253 OEl GLU 838 A <-—> 2785 CcB ARG 279 B 3.76
114. 7871 oDl ASP 799 A <> 3334 cz ARG 336 B 3.79 172. 8253 OEl GLU 838 A  <--—> 27B6 CG ARG 279 B 3.19
115. 7871 oDl ASP 799 B <--> 3338 NH2 BRG 336 B 2.91 173. 8253 OEl GLU 838 A <--> 2787 CD ARG 279 B 3.62
116. 7871 OD1 ASP 799 A <--> 3430 ND2 ASN 345 B 3.08 174. 8253 OEl GLU 838 A <--> 2788 NE ARG 279 B 3.64
117. 7872 o0D2 ASP 799 A <--> 3334 cz ARG 336 B 3.90 175. 8253 OEl GLU 838 A <--> 2790 CZ ARG 279 B 3.40
118. 7872 OD2 ASP 799 A <--> 3338 NH2 BRRG 336 B 2.69 176. 8253 OEl GLU 838 A <-—> 2791 NH1 ARG 279 B 2.94
119, 7883 ¢ cLu 800 A <--> 3383 ©CG ASN 340 B 3 82 177. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 2784 CA ARG 279 B 3.89
120. 7883 © GLU 800 A <--> 3385 KD2 ASN 340 B 3.79 1;2 gi:: gii 223 ggg : :”i 3332 22 ﬁz i;g 2 ;:;
1z1. 7884 © GLU 800 n <--> 3383 ce AsN 340 B 3.23 180. 8254 OE2 GLU 838 A <--> 2787 CD ARG 279 B 3.42
122. 7884 O GLU 800 A <--> 3384 oDl ASN 340 B 3.26 181, 8254 ome GLU 838 A  <——» 2790 cz ame 279 B 3 76
123. 7884 0 GLU 800 A <--> 3385 NDZ ASN 340 B 3.11 182. 8254 OE2 GLU 838 A <-—> 2791 WHL ARG 279 B 2.79
124. 7885 N ALA 801 A <--> 3385 ND2 ASN 340 B 3.89 183. 8261 O0Gl THR 839 A <--> 2791 NHL ARG 279 B 3.78
125. 7887 cAa ALA 801 n <--> 3382 CB ASN 340 B 3.54 184. 8261 o0Gl THR 839 -y <--> 3415 cCAR ASN 344 B 3.71
126. 7887 CA ALA 801 A <--> 3383 C©G ASN 340 B 3.53 185. 8261 ©OGL THR 839 A <--> 3422 C ASN 344 B 3.87
127. 7887 CA ALA 801 A <--> 3385 ND2 ASN 340 B 3.09 186. 8261 oGl THR 839 A <--> 3423 o asN 344 B 3.31
128. 7880 ©  ALA 801 A <—-> 3385 ND2 RSN 340 B 1,20 187. 8263 ©G2 THR 839 A <--> 3412 O TILE 343 B 2.86
129. 7890 o ALA 801 A  <--> 3385 ND? ASN 340 B 2.76 188. 8263 ©G2 THR 839 A <--> 3415 CA ASN 344 B 3.81
130, 7904 cp ARG 803 A < = 3101 ca iy 242 5 375 189. 8263 ©G2 THR 839 A <--> 3410 ND2 ASN 344 B 3.64
131. 7904 CD ARG 803 A <--> 3418 oDl ASN 344 B 3.03 salt bridges
132. 7905 NE ARG 803 A <-> 3383 c©G ASN 340 B 3.4 __C T T
133. 7905 NE ARG 803 A  <--> 3384 0Dl ASN 340 B 2.81
134. 7905 NE ARG 803 A <--> 3385 ND2 ASN 340 B 3.37 PEE— ATOM 1 --——— > <---—- ATOM 2 ---—- >
135. 7905 NE ARG 803 A <--> 3401 CA GLY 342 B 3.40
136. 7905 NWE ARG 803 A <--> 3418 oDl ASN 344 B 2.99 Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res
137. 7907 CZ ARG 803 A <--> 3384 oDl ASN 340 B 3.18 no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance
138. 7907 CZ ARG 803 A <--> 3417 ©G ASN 344 B 3.71 1. 8253 oOEl GLU 838 A  <--> 2791 NHL ARG 279 B 2.79
139. 7907 cz ARG 803 A <—-> 3418 oDl ASN 344 B 2.99 )
140. 7908 NWH1 ARG 803 A <--> 3417 cG ASN 344 B 3.22 Number of salt bridges: t
141. 7908 NH1 ARG 803 A <--> 3418 oDl ASN 344 B 2.82 Number of hydrogen bonds: 17
142. 7908 NH1 ARG 803 A <--> 3419 ND2 ASN 344 B 3.74
143. 7911 NH2? ARG 803 A  <--> 3383 ©G ASN 340 B 3.75 Number of non-bonded contacts: 189

Anexo VI. Continuacéo.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t600 Chains A }{ B

21. 4028 ND2z ASN 410 A <--> 306 CD2 PHE 29 B 3.64

22. 2493 NHL ARG 249 A <> 308 CE2 PHE 29 B 3.48

23. 4026 ©c ASN 410 A <--> 308 CE2 PHE 29 B 372

24. 4027 oDl AasN 410 A <> 308 CE2 PHE 29 B 3.26

25. 4028 ND2z ASN 410 A <--> 308 CE2 PHE 29 B 3.40

26. 2493 NHL ARG 249 A <> 309 CZ PHE 29 B 3.56

27. 4027 oDl ASN 410 A <> 309 CZ PHE 29 B a.e3

1 aATOM 2 28. 5135 08 SER 525 a <> 754 cel vaL 77 B 3.65

29. 4027 oDl ASN 410 A <--> 1182 CZ ARG 121 B 3.66

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 30. 4026 c©CG ASN 410 A <--> 1183 NH1 ARG 121 B 3.67

no. name name ne. Chain no. name name ne. Chain Distance 31. 4027 oDl ASN 410 A <> 1183 NH1 ARG 121 B 2.69

1. 2496 NH2 ARG 249 A <> 281 o PHE 26 B 3.24 32. 4027 oODL ASN 410 A <--> 1186 NH2 ARG 121 B 3.79

2. 2490 NE ARG 249 A <——> 287 oDl ASP 27 B 2.87 33. 4021 o SER 409 A <--> 1205 CE2 TRP 123 B 3.84

3. 2496 NHZ ARG 249 a <--> 287 oDl nsp 27 B 2.76 34. 3395 ODL ASN 344 A <--> 1206 CE3 TRP 123 B 3.25

4. 4027 OD1 ASN 410 A <--> 1183 NH1 ARG 121 B 2.69 35. 4021 o SER 409 A <--> 1206 CE3 TRP 123 B 3.76

5. 3 o mE M3 A <> 123 We ARG 125 B 2.09 S o3 m mm @i A <> 120 Gz 123 3 3un

6. 3389 0 ILE 343 A <--> 1239 NH2 RRG 125 B 2.85 3. 4035 ca SER 411 A <--> 1210 CzZ2 TRP 123 B 3.33

7. 3395 oDl ASN 344 A <> 1239 NH2 ARG 125 B 2.71 G0 2030 o  oom 411 A e 1510 csp TRp 123 . by

8. 3362 ND2 ASN 340 A <> 1295 op2 asp 130 B 2.86 20, 4040 © sER 411 A <> 1210 cz2 TRP 123 B 216

9. 3407 ND2Z ASN 345 A <--> 1295 o0D2 ASP 130 B 3.34 41. 3395 oDl ASN 344 A  <——> 1211 ©z3 TRP 123 B 304

10. 4037 06 SER 411 A <> 1333 NEl TRP 134 B 2.86 42. 4021 © SER 409 A  <--> 1211 cz3 TRP 123 B 3.24

11. 3381 W ILE 343 A <--> 736% o© GLN 749 B 2.71 43. 4017 cCB SER 409 - <--> 1211 CZ3 TRP 123 B 3.66

12. 3010 N LEU 305 A <--> 7606 OH TYR 774 B 3.08 44. 4054 ©G2 VAL 413 A <--> 1211 cz3 TRP 123 B 3.60

13. 2978 NE ARG 405 A <--> 7646 o©D2 ASP 778 B 2.96 45, 3395 oDl ASN 344 A <--> 1212 CH2 TRP 123 B 3.67

14. 3984 NWH2 ARG 405 A <--> 7675 © PHE 781 B 3.08 46. 4020 c  SER 409 A <--> 1212 cCH2 TRP 123 B 3.68

15. 3981 NHL ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 2.72 47. 4021 o  sSER 408 A <--> 1212 CH2 TRP 123 B 3.01

16. 3989 N SER 406 A <> 7693 OE2 GLU 783 B 2.97 48, 4033 N SER 411 A <--> 1212 CHZ TRP 123 B 3.88

17. 3996 © SER 406 A <-—> 7702 ND2 ASN 784 B 3.07 o gl o TR M2 R TR MM omTR MR OR 38

18. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 7718 © PHE 785 B 2.78 21 2054 ce2 unt 413 A <-—s 1915 cHo TR 193 . e

52. 3388 ¢ TIE 343 A <--> 1233 NE ARG 125 B a.e8

Hon-bonded contacts 53. 3389 O ILE 343 a <--» 1233 NE ARG 125 B 2.89

------------------- 54. 3386 ©Gl TLE 343 A <> 1233 NE ARG 125 B 3.65

55. 3389 O ILE 343 a <--> 1235 CZ ARG 125 B 3.18

<= ATOM 1 ---——— > <mmmmm ATOM 2 --—-—- > 56. 3388 ¢ TIE 343 A <--> 1239 NH2 ARG 125 B 3.86

57. 3389 © ILE 343 A <> 1239 NH2 ARG 125 B 2.65

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 58. 3394 ©G ASN 344 A <> 1239 NHZ ARG 125 B 3.47

no. name name ne. Chain no. name name ne. Chain Distance 59. 3395 oDl ASN 344 A <--> 1239 WH2 ARG 125 B 2.71

1. 2496 NH2 ARG 248 A <-—> 281 o DpHE 26 B 3,04 60. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 1238 NH2 ARG 125 B 3.86

2. 2496 NH2 ARG 249 A <--> 282 W asp 27 B 3.87 2;' jg‘a- N ILE gji A :”i Eg; ¢ THR E: B :'22
. . CA ILE A . [+ THR B -

3. 2492 CZ ARG 249 A <> 284 ca asE 27 B 3.81 63. 3379 C GLY 342 A <-> 1288 O THR 129 B 3.42

4. 2496 NHZ ARG 249 a <--> 284 ca asp 27 B 3.03 e1. 3380 © oiy 342 A <> 1988 © THR 120 5 Py

5. 24%0 NE ARG 248 A <--> 289 c AsF 27 B 3.82 65. 3381 N TILE 343 A <> 1288 © THR 129 B 3.24

6. 2492 CZ ARG 249 A <--> 289 C Asp 27 B 3.82 66. 3383 CA ILE 343 A <--»> 1288 o THR 129 B 2.76

7. 2496 NWH2 ARG 249 A <> 289 c asp 27 B 3.55 67. 3388 © TILE 343 A <> 1288 © THR 129 B 3.32

: 2487 CB ARG 249 A <-=> 290 o ASP 27 B 3.44 68. 3389 o© ILE 343 A <--> 1288 o© THR 129 B 3.34

9. 2488 CG ARG 249 A <--> 290 o asp 27 B 3.75 69. 3384 C©B TLE 343 A <> 1288 © THR 129 B 3.77

10 2489 cD ARG 249 A <> 290 o ase 27 B 3.76 70. 3386 CGl ILE 343 A <--> 1288 O THR 129 B 3.65

11. 2490 NE ARG 249 A <> 200 o asp 27 B 3.01 71. 3381 N TIE 343 A <> 1283 CB THR 129 B 3.76

12. 2492 c©z ARe 249 A <--> 200 o asp 27 B 290 72. 3362 ND2 ASN 340 A <> 1295 0D2 ASP 130 B 2.86

13 5493 wH1 ARG 249 A <> 200 o asp 27 B 22 73. 3378 ea eIy 342 A <> 1295 o0D2 ASP 130 B 3.67

1. 2496 wm2 ARG 249 A <> 200 o AsE 27 B 313 T2 i wozamy aas A < isen s aer 1w 2 2

15 2496 NHZ ARG 249 A <--> 285 CB ASP 27 B 3.81 76. 4040 © SER 411 A <--> 1313 ce2 VAL 132 B 3.78

16. 2496 NHZ ARG 249 A <> 286 ©G ASP 27 B 3.27 77. 4037 oG sER 411 a  <--> 1332 cpl TRP 134 B 3.52

17. 2430 NE BRRG 249 A <--> 287 opl asp 27 B 2.87 78. 4027 oDL ASN 410 a <> 1333 mNEl TRP 134 B 3.48

18 2492 C©Z ARG 249 A <--> 287 oDl Asp 27 B 3.25 79. 4033 N  SER 411 A <--> 1333 NE1 TRP 134 B 3.67

19 2496 NWH2 ARG 249 A <> 287 opl ase 27 B 2.76 80. 4037 oG SER 411 A  <--> 1333 NEL TRP 134 B 2.86

20 4027 OD1 ASN 410 A <--> 306 CD2 PHE 29 B 3.76 81. 4027 opl AasN 410 A <--> 1330 CE2 TRP 134 B 3.73

Anexo VII. Interac6es formadas entre CrylAb e APN3TI. Cadeia A (CrylAb). Cadeia B (APN3TI).
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143. 3980 CZ ARG 405 A <--> 7691 €D GLU 783 B 3.78
144. 3981 NH1 ARG 405 A <--> 7691 €D GLU 783 B 3.10
145 3989 N SER 406 A <--> 7691 €D GLU 783 B 3.51
146 3991 ©A SER 406 A <--> 7691 CD GLU 783 B 3.81
147 3995 © SER 406 A <--> 7691 CD GLU 783 B 3.41
gi- :g;i S :3 283 : igg: 2;2 :g 1;: E ;?’_3’ 148. 3996 O SER 406 A <--> 7691 cD GLU 783 B 3.88
51, 4024 on amw 410 . 1375 cup The 124 : Y as 149 3997 W GLY 407 A  <--> 7691 €D GLU 783 B 3.31
150 3999 CA GLY 407 A  <--> 7691 €D GLU 783 B 3.85
85. 4027 OD1 ASN 410 a 1335 ©zZ2 TRE 134 B 3.76
a6, 4033 §  smm 411 N 1335 oz TRe 134 = 361 151 3987 © ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.48
87. 4021 o SER 409 a 1337 cH2 TRE 134 B 3.1 152. 3988 O RARe 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.80
88. 3053 CE MET 309 a 7233 oE2 GLU 738 B s.76 153. 3975 ©B ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.89
89. 3371 ce2 ILE 341 a 7322 NE2 GLN 746 B 3.44 154. 3976 ©G ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.24
90. 3371 ce2 ILE 341 a 7323 HE21 GLN 746 B 3.83 155. 3977 €D ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.79
91. 3371 ©G2 ILE 341 a 7324 HE22 GLN 746 B 2.63 156. 3980 ©Z ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.67
92, 3385 ©G2 ILE 343 a 7360 CA GLN 749 B 3.55 157. 3981 NHL ARG 405 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 2.72
93, 3381 N ILE 343 A 7368 C©  GLN 749 B 3.84  158. 3989 N SER 406 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.30
94. 3384 CB ILE 343 a 7368 C  GLN 749 B 3.89 159, 3991 cA SER 406 A <--> 7692 OEl LU 783 B 3.59
95. 3385 CG2 ILE 343 2 7368 C  GLN 749 B 3.90 360, 3995 < SER 406 A <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.58
9¢. 3378 Ca GLY 342 R 7368 0 GIN 749 B 3-87 461 3997 N GLY 407 A  <--> 7692 OEl GLU 783 B 3.34
Z;: 22;3 S i‘[‘; 2:2 : ;::Z g ‘;:: ;i: E 2:1 162 3987 © ARG 405 A <--> 7693 OE2 GLU 783 B 3.77
9o, 3383 oA Iip 343 . 7360 o oin 749 n 3 3a 163 3976 ©G ARG 405 A <--> 7693 OE2 GLU 783 B 3.49
100, 3384 oB i 343 a 7369 o GIN 749 A 295 164 3989 W SER 406 A <--> 7693 OE2 GLU 783 B 2.97
101. 3485 0G2 TLE 344 a 7969 ©  GLN 749 B 3.34 165. 3991 ca SER 406 A <--> 7693 OE2 GLU 783 B 3.48
102. 3421 HE22 GIN 346 A  <--> 7363 CD GLN 749 B 3.76 166. 3995 C  SER 406 A <> 7693 OE2 6LU 783 B 3.06
103. 3371 €62 ILE 341 A <--> 7364 OE1 GLN 749 B 3.48 167. 3996 0  SER 406 A <--> 7693 OE2 GLU 783 B 3.23
104. 3421 HE22 GLN 346 A <--> 7365 NE2 GLN 749 B 3.75 168. 3997 N GLY 407 A <--> 7693 OEZ GLU 783 B 3.43
105. 3421 HE22 GLN 346 A <--> 7367 HE22 GLN 749 B 3.82 169. 4017 C©B SER 409 A <--> 7698 CcA ASN 784 B 3.73
106. 3053 CE MET 309 A <--> 7576 G2 TER 771 B 3.74  170. 4018 0G SER 409 A <--> 7698 cA ASN 784 B 3.86
107. 3050 cB MET 309 A <-—> 7609 o0 TYR 774 B 3.88 171. 4017 ©B SER 409 A  <--»> 7705 C ASN 784 B 3.65
108. 3010 N LEU 305 A <--> 7602 CE1 TYR 774 B 3.85  173. 4017 CB SER 409 2 <> 7706 o nsN T84 B 342
109. 3018 O LEU 305 A <--> 7602 CE1 TYR 774 B 3.71 373, 4053 osl vaL 413 A <—-> 7706 o asy 784 B 327
110. 3013 CB LEU 305 A  <--> 7602 CcEl TYR 774 B 3.65 114 1070 GGl ILE 415 A <-—> 7689 B asN 784 5 381
momow o we 3o eomomox 3w 0l S GNOT Lo 1 ID o Goam e s d
113. 3005 cA PRO 304 A <--> 7606 OH TYR 774 B 3.66 110 4002 N PHE 408 A <--> 7700 CG ASN 784 B 3.84
114. 3008 C PRO 304 A <--> 17606 OH TYR 774 B 3.g9 177. 4064 O  SER 414 A <--> 7700 Cc& ASN 784 B 3.79
115. 3006 C©B PRO 304 A <--> 7606 OH TYR 774 B 3.41 178. 4067 CA ILE 415 A <--> 7700 cG AsSN 784 B 3.70
116. 3010 N LEU 305 A <--> 7606 OH TYR 774 B 3.05 179. 4070 CGl1 ILE 415 A <--> 7700 ce ASN 784 B 3.74
117. 3013 CB LEU 305 A <--> 7606 OH TYR 774 B 3.73 180. 3999 CR GLY 407 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.55
118. 3051 c©G MET 309 A <--> 7612 cA THER 775 B 3.80 181. 4000 © GLY 407 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.42
119. 3051 cG MET 309 A <--> 7614 oGl TER 775 B 3.52  182. 4002 N PHE 408 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.10
120. 3052 SD MET 309 A  <--> 7614 0G1 THR 775 B 3.87  183. 4004 CA PHE 408 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.71
121. 3053 CE MET 309 A  <--> 7614 0G1 THR 775 B 3.29 194, 4012 C DHE 408 A  <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.22
122. 3984 NHZ ARG 405 A <--> 7648 O  ASP 778 B 3.62 3185, 4013 O PHE 408 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.74
123. 3978 NE ARG 405 A <--> 7644 cG ASP 778 B 3.32 186, 4014 N SER 409 A <--> 7701 ODL ASN 784 B 3.02
124. 3980 €z ARG 405 A <--> 7644 CG ASP 778 B 3.60 yg9 4016 ©A SER 409 A <> 7701 oDl ASN 784 B 3.45
125. 3984 NH2 ARG 405 A <--> 7644 cG AsSP 778 B 2.99
126, 3078 mE ame 408 » <5 le4s oml men 978 n 5 ge 188 4017 ©B SER 400 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.61
127, 3980 <z aRe 408 A <—> 7e40 op1 mer 778 a 319 189 4063 © SER 414 A <--> 7701 oDl ASN 784 B 3.37
128. 3984 NH2 ARG 405 A <--> 7645 oDl ASP 778 B 2.76 190 4064 o  SER 414 A <--> 7701 oODl ASN 784 B 3.11
129. 3044 CG2 THR 308 A <--> 7646 OD2 ASP 778 B 3.sp  191. 4065 ¥  ILE 415 A <--> 7701 ODl ASN 784 B 3.66
130. 23978 NE ARG 405 A  <--> 7646 oD2 ASP 778 B 2.06 192. 4067 CA ILE 415 A <--> 7701 ©ODl ASN 784 B 3.84
131. 3980 CZ ARG 405 a <--> 7646 O0D2 ASP 778 B 3.34 193. 3995 ¢ SER 406 A <--> 7702 NWD2 ASN 784 B 3.71
132. 3984 NH2 ARG 405 A <--> 7646 oD2 ASP 778 B 2.93  194. 3996 O SER 406 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 3.07
133. 3984 NH2 ARG 405 A <--> 7675 0 PHE 781 B 3.08  195. 3997 N GLY 407 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 3.85
134. 3999 CA GLY 407 A <> 7694 [+ GLU 783 B 3.72 196. 3999 CA GLY 407 A <——> 7702 ND2 ASN T84 B 3.27
135. 3999 CA GLY 407 A <--> 7695 0o GLU 783 B 2.93  1g7. 4064 © SER 414 A <--> 7702 WD2 ASN T84 B 3. 85
136. 4000 ¢ GLY 407 A 7695 o  GLO 783 B 3.68 198, 4067 CA ILE 415 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 3.34
g; :gg; gG ‘:'E*; jg; : ;gg: g gig ::; : ;-i; 199. 4068 CB ILE 415 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 3.75
130, a0p1 mHI ARG 405 a 1685 B ot 784 n 3 9a 200 4070 cel ILE 415 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 3.83
120, 3980 ¢z ame 40% A 7690 e Lo 78a 2 3 ga 201. 4062 ©G2 ILE 415 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 3.62
141, 2981 NHL ARS 405 Iy 7690 oo oLu 783 B 319 202, 3396 ND2 ASN 344 A <--> 7717 © PHE 785 B 3.38
142, 3976 ©G ARG 405 a 7691 on LU 784 B 3.56 203. 3394 ce ASN 344 A <--> 7718 © PHE 785 B 3.87
204. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 7718 0 PHE 785 B 2.75
205. 4018 0G SER 409 A <--> 7713 D2 PHE 785 B 3.61
206. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 7718 N VAL 786 B 3.59
207. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 7721 cA VAL 786 B 3.16
208. 3385 ©G2 ILE 343 A <--> 7726 0 VAL 786 B 3.47
209. 3396 ND2 ASN 344 A  <--> 7726 0O VAL 786 B 3.77
210. 3417 CD GLN 346 A <--> 7723 cGl VAL 786 B 3.86
211. 3419 NE2 GLN 346 A <--> 7723 cGl VAL 786 B 3.49
212. 3420 HE21 GLN 346 A <--> 7723 cGl VAL 786 B 3.84
213. 3421 HE22 GLN 346 A <--> 7723 Gl VAL 786 B 3.32
214. 4053 cel VAL 413 A <--> 7724 G2 VAL 786 B 3.81
Salt bridges
<---—= ATOM 1 ---—- > <-———- ATOM 2 --—-— >
Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res
no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance
1. 3981 WNHL ARG 405 A  <--> 7692 OEl GLU 783 B 2.72
Number of salt bridges: 1
Number of hydrogen bonds: 1a
Number of non-konded contacts: 214

Anexo VII. Continuacéo.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t601 Chains A }{ B

1. 2516 CB SER 251 a 1108 oGl THR 114 B 3.78
20. 2517 oG SER 251 a 1109 0G1 THR 114 B 2.74

21. 2500 NHL ARG 249 n 1111 c©G2 THR 114 B 3.66

22. 2517 oG SER 251 a 1118 oD1 ASP 115 B 3.55

23. 2500 NHL ARG 249 a 1166 CE1 TYR 120 B 3.52

24. 2500 NHL ARG 249 n 1168 Cz TYR 120 B 3.53

<o ATOM 1 --—-— > <o ATOM 2 - > 25. 2503 NH2 ARG 249 a 1168 €z TYR 120 B 3.86

26. 2499 CZ ARG 249 a 1170 OH TYR 120 B 3.16

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 27. 2500 NH1 ARG 249 A 1170 OH TYR 120 B 2.72

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 28. 2503 NHZ ARG 249 n 1170 ©OH TYR 120 B 2.77

1 3385 ND2 ASN 340 A <> 281 0 PHE 26 B 2.83 23. 2503 NH2 ARG 249 a 1188 ¢ ARG 121 B 3.75
2 2513 W SER 251 A <--> 1109 o0OGl1 THR 114 B 2.92 30. 2499 CZ ARG 249 a 1130 © ARG 121 B 3.32
3 2517 ©0G SER 251 A <--> 1109 0Gl THR 114 B 2.74 31. 2500 NHL ARG 249 2 1190 o ARG 121 B 3.43
4 2500 NH1 ARG 249 A <--> 1170 OH TYR 120 B 2.72 gi 2?33 252 E g:z : ﬂgg gz ﬁg igi ; g-gﬁ
5 2503 NH2 ARG 249 A <--> 1170 OH TYR 120 B 2.77 31, 2207 o aAme 249 A 1183 mm1 are 121 5 3 90
6 2503 NH2 ARG 249 A <--> 1190 © ARG 121 B 2.62 35, 2405 G Are 249 2 1183 NE1 ARG 121 5 3 69
T 2507 O ARG 249 A  <--> 1183 NH1 ARG 121 B 2.90 36. 2507 o ARG 249 a 1186 NH2 ARG 121 B 2.85
8 2507 o ARG 249 A <--> 1186 NH2Z ARG 121 B 2.85 37. 2503 NH2 ARG 249 a 1199 N TRP 123 B 3.47
9 2794 NHZ ARG 279 A <--> 1297 O ASP 130 B 2.70 38. 2503 NH2 ARG 249 )% 1202 CB TRP 123 B 3.57
10 3412 © ILE 343 A <--> 1308 N VAL 132 B 3.26 33. 4075 CB VAL 413 a 1210 c©z2 TRE 123 B 3.50
11. 3378 © PHE 339 A €—-> 1333 NE1l TRP 134 B 2.97 40. 4068 OG SER 412 A 1211 Cz3 TRP 123 B 3.14
12 4037 N  SER 409 A <--> 7646 oD2 ASP 778 B 3.04 41. 4067 CB SER 412 2 1212 CcH2 TRP 123 B 3.82
13 4041 ©0G SER 409 A <--> 7682 OEl GLU 782 B 2.91 :i- :ggg EG :iz :tg : EE gzi ;ﬁ E; ; gzg
14. 2527 W GLN 253 A <--> 76%2 OEl GLU 783 B 2.78 aa. 1074 CA VAL 413 a 1212 CH2? TRP 123 B 3.90
15. 4025 N PHE 408 A <-->» 7692 OEl GLU 783 B 2.98 45. 1075 ©B VAL 413 A 1212 cH2 TRP 123 B a3.60
16. 4055 o ASN 410 A <--> 7702 ND2 ASN 784 B 2.95 46. 2794 NH2 ARG 279 a 1206 ¢ ASP 130 B 3.50
17. 2534 NE2 GLN 253 A <--> 7980 OH TYR 813 B 2.85 47. 2790 €z Are 279 a 1207 o asp 130 B 3.84
i8. 2520 o SER 251 A <--> 8050 Nz LYS 820 B 2.71 48. 2794 NHZ2 ARG 279 )% 1297 © asp 130 B 2.70
19. 2526 © ALA 252 A <--> 8050 Nz LIYS 820 B 2.61 43. 2734 NH2 ARG 279 a 1293 ©G ASP 130 B 2.88
20. 2533 OEl GLN 253 A <--> 8050 Nz LYS 820 B 2.68 50. 2790 €z ARG 279 a 1204 opl1 ASP 130 B 3.80
51. 2794 NH2 ARG 279 a 1294 oD1 ASP 130 B 2.76

Non-bonded contacts 52. 2788 NE ARG 279 a 1295 oD2 ASP 130 B 3.77
7777777777777777777 53. 2790 ©Z ARG 279 a 1295 oD2 ASP 130 B 3.59
54. 2794 NH2 ARG 279 A 1295 o0D2 ASP 130 B 2.77

55. 3412 o ILE 343 a 1300 ca GLU 131 B 3.71

<= ATOM 1--——- > <= ATOM 2 ----- > 56. 3406 CA ILE 343 a 1308 N VAL 132 B 3.67

57. 3411 © ILE 343 a 1308 N VAL 132 B 3.68

Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 58. 3412 o ILE 343 a 1308 N VAL 132 B 3.26

no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 59. 3403 © GLY 342 a 1314 ¢ VAL 132 B 3.14

1 3382 CB ASN 340 A <—=> 281 O PHE 26 B 3.17 60. 3395 cel ILE 341 A 1315 o VAL 132 B 3.16
2 3383 c& ASN 340 A <--> 281 O PHE 26 B 3.50 6L. 3403 0  GLY 342 A 1315 O VAL 132 B 2.78
3 3385 ND2 ASN 340 a <--> 281 o PHE 26 B 2.83 62. 3395 CGlL ILE 341 a 1313 ©G2 VAL 132 B 3.82
4 3385 WD2 ASN 340 A <--> 273 CB PHE 26 B 3.89 3. 303 o g 32 2 S G 3.
5 3370 CB PHE 339 A <> 290 o ASP 27 B 3.42 65. 3412 o ILE 343 a 1313 C©G2 VAL 132 B 3.39
6 3377 c PHE 339 R <--> 308 CE2 PHE 29 B 3.31 66. 3413 N ASN 344 a 1313 cG2 VAL 132 B 3.58
7 3378 o PHE 339 A <--> 308 CE2 PHE 29 B 3.41 67. 3424 N ASN 345 a 1313 ©G2 VAL 132 B 3.86
8 3370 CB PHE 339 A <--> 308 CE2 PHE 29 B 3.75 68. 3434 O ASN 345 )% 1313 ©G2 VAL 132 B 3.14
9 3379 N ASN 340 % £——> 308 CE2 PHE 29 B 3.34 69. 3408 ©G2 ILE 343 A 1320 oG SER 133 B 3.35
10 3381 cA ASN 340 A <-=> 308 CE2 PHE 29 B 3.82 70 3378 o PHE 339 A 1332 cpl TRP 134 B 3.83
11 3378 © PHE 339 A <--> 309 CZ PHE 29 B 3.85 71. 3378 O PHE 339 2 1333 NE1 TRP 134 B 2.97
12, 3379 N ASN 340 A <--> 300 cz PHE 290 B 3.84 72. 3385 ©Gl ILE 341 a 1333 NE1 TRE 134 B 3.53
13 3381 c©A ASN 340 A <-> 309 cz PHEE 29 B 3.78 13 AT gervm 1SR P gm0 3-8
14. 2513 N SER 251 A <--> 1108 CB THR 114 B 3.58 75. 2409 cz ars 249 a 1336 ©z3 TRP 134 5 365
15. 2517 06 SER 251 A <--> 1108 CB THR 114 B 3.17 6. 2503 NH? ARG 249 a 1336 ©z3 TRP 134 B 3.25
16. 2510 cA GLY 250 A <-->» 1109 oGl THR 114 B 3.13 77. 2497 NWE ARc 249 A 1337 cH2 TRP 134 B 3.56
17. 2511 c© GLY 250 A <--> 1109 oOGl1 THR 114 B 3.54 78. 4033 CE2 PHE 408 )% 7639 O LEU 777 B 3.88
18. 2513 N SER 251 A <--> 1109 oGl THR 114 B 2.92 79. 4031 CD2 PHE 408 a 7642 CA ASP 778 B 3.60

Anexo VIII. InteragBes formadas entre Cry1Ac e APN3TI. Cadeia A (CrylAc). Cadeia B (APN3TI).
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100.
101.
102.
103.
104.

106.
107.
108.
109.
110.
111.
1iz.

114.

128.

131.
132.
133.
134.

136.
137.
138.
140.
202.
203.

Number

Number

4037 N SER
4029 ©G PHE
4030 D1 PHE

4037 N SER

4033 CE2Z PHE

4037 N SER
4028 CB PHE
4041 oG SER
4040 CB SER
4041 0OG SER
4055 o ASN
4041 0OG SER

4025 N PHE
4028 ©CB PHE
2523 CA ALR
2525 © ALR
2524 CB ALA

2523 CA ALA
2525 «© ALAR
2526 O ALR
2527 N GLN

4055 © ASN
4058 CA SER
4059 CB SER
4060 OG SER

4059 CB SER

2532 CD GLN
2533 OEl GLN
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408
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408
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8050
8050

CB

cG

CcG

cG

CcG

oDl
oDl
oDl
oD1
oDl
oD1
oD2
oD2
oD2
oD2
oD2
oD2
oD2

cD

OE1
OE1
OE1
OE2

CB
CcG
cG
CcG
cD
cD
cD
cD
cD
CcD
OE1
OE1
OE1
OE1
QE1
OE1
QE1
OE1
OE1
OE2
OE2
OE2
OE2
OE2
OE2
QE2
OE2

ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
PHE
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU

NZ LYS
NZ LYS

778
778
778
778

778
778

778
778

778
778
778
778
778

778
781
782
782
782
782

783
783
783
783
783
783
783
783
783

820
820

L=l = S R e v o= e o= o e = < S e I e o= v = e = S e < o o= = -~ = <= e - e = === S - e - S e - -~ S - - - e e

WWWWWwWwWwwowwowwwrhmnwwwihwowwonwoowowowoowoowowoowwoowownmoowoowoowowoowoowowoowoowowww

141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156

157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.

4060
4059
4060
4080
4082
4086
4087
4083
4036
4054
4055
4059
4060
2497
2499
2497
2499
2500
2503
2496
2497
2499
2500
2499
2500
2503
2500
2500
2500
4068
4068
4068
4068
4055
4058
4062
4064
4067
4068
2535
2535
2532
2534
2535
2536
4033
4034
2536
2532
2533
2534
2536
2520
2526
2533
2519
2520
2525
2526
2527
2530

HEZ1
HEZ1
cD
NE2
HE21
HEZ2
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7710
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7712
7712
7712
7712
7713
7713
7713
7714
7715
7716
7719
7721
7722
7723
7724
7724
7724
7724
7724
7724
7976
7979
7980
7980
7980
7980
7980
7980
8021
8048
8048
8048
8048
8049
8049
8049
8050
8050
8050
8050
8050
8050

cG

oDl
oDl
oDl
oDl
oDl
oDl
oDl
ND2
ND2
ND2
ND2
ND2
CB

CB

cG

cG

cG

cG

cpl
cpl
cDl
cpl
CcD2
CcD2
cD2
CE1l
CE2

T84
784
784
784
784
T84
784
T84
T84
784
T84
T84
T84
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
785
786
786
786
786
786
786
786
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.59
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.84
.75
77
.15
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.86
.95
.88
.82
.70
.80
.75
.43
.40
.88
.46
17
.58
.19
.80
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.88
.18
.63
.37
.84
.63
.68
.88
.61
.71
.63
.50
.81
.22
.58
.10
.86
.85
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.26
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.31
.87
.39
.83
.71
.22
.61
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

PDB code:
Hydrogen bonds
<-—--—- ATOM 1
Atom Atom Res Res
no. name name no.
Distance
1. 2571 OE2 GLU 288
2. 3323 NH1 ARG 368
3. 4007 N GLY 442
4. 2533 NE2 GLN 285
5. 2547 NH1 ARG 286
6. 2547 NH1 ARG 286
7. 2550 NH2 ARG 286
8. 1815 NH1 ARG 217
9. 3293 OH TYR 366
10. 3423 ©OEl GLU 379
11. 4011 0 GLY 442
12. 3375 o0 GLY 374
13. 3399 oDl ASN 377
14. 3367 0G SER 373
15. 2784 © VAL 309
16. 2806 NH1 ARG 311
17. 2809 NH2 ARG 311
18. 3370 o SER 373
19. 3071 oOD1 ASN 340
20. 3990 NE2 GLN 439
21. 3995 N ALA 440
22. 3982 o SER 438
23. 2630 NEZ2 GLN 293
24. 2605 O ILE 291
25. 2592 ND2 ASN 290
Non-bonded contacts
L<-————- ATOM 1
Atom Atom Res Res
no. name name no
Distance
1. 2571 OE2 GLU 288
2. 2571 OE2 GLU 288
3. 2592 ND2 ASN 290
4. 2550 NH2 ARG 286
5. 2571 OE2 GLU 288
6. 3322 CzZ ARG 368
7. 3323 NH1 ARG 368
8. 3326 NH2 ARG 368

Anexo IX. Interagdes formadas entre CrylAa e APN4TI. Cadeia A (CrylAa). Cadeia B (APNA4TI).
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Chain
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<>
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<>
<>
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<>
<>
<>
<-->
<>
<-->
<>
<-->
<>
<>
<-->
<>
<>
<-->
<>
<>

L-——-—- ATOM 2
Atom Atom Res Res
no. name name no.
7 ND2 ASN 1
275 O©OEl1 GLU 28
553 ©O VAL 55
578 ©0 ILE 58
790 O THR 81
797 o©D2 ASP 82
797 o©D2 ASP 82
889 OD1 ASN 91
1065 NH1 ARG 110
1065 NH1 ARG 110
1109 ND2 ASN 114
1186 OH TYR 121
1197 Nz LYS 122
7564 © MET 775
7575 OH TYR 776
7596 o©D2 ASP 778
7596 0©D2 ASP 778
7648 OH TYR 782
7915 ND2 ASN 809
7980 OE1l GLN 815
7980 OE1l GLN 815
7981 NE2 GLN 815
8333 OEl GLN 851
8334 NE2 GLN 851
8346 © VAL 852
=== ATOM 2
Atom Atom Res Res
no. name name no.
5 CG ASN 1

6 0Dl ASN 1

6 ©ODl ASN 1

7 ND2 ASN 1

7 ND2 ASN 1
274 CD GLU 28
274 CD GLUO 28
274 CD GLO 28

Chain
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Chain
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.08

98

.13
.91
.68
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71

.93

00
75
87
73
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.74
-63
.75
.70
.85
.85
17
.95
.87
.85
-80
.82
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71
08
08
B89
69
18
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
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32.
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34.
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56.
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59.
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63.
64.
65.
66.
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2535
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2534
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2533
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2547
2543
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2532
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2547
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HE22

OE1

HEZ21
HE22
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HE22
HE22
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HEZ1
HE22
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791
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797

GLU
GLU
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GLU
GLU
GLU
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55
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55
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57
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58
58
58
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58
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42
98
96
48
55
71
87
82
73
23
64
20
58
34
23
72
90
73
74
67
75
91
47
04
64
52
40
42
76
44
19
84
89
38
58
31
55
53
46
34
66
60
31
89
63
68
32
72
78
14
52
75
37
42
87
14
78
71
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67.
68.
69.
70.
71.
T2.
73.
T4.
75.
76.
T7.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.
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104.
105.
106.
107.
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109.
110.
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114.
115.
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122.
123.
124.

Anexo I1X. Continuacgéo.

1815
1815
2498
2494
2498
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2494
2495
2497
2498
4022
4023
4036
3323
3422
3423
3424
3323
3424
3323
3423
3424
3293
3323
3422
3423
3424
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4022
4022
4011
4011
4009
4011
4015
3378
3383
3383
3386
3394
3383
3394
3396
3403
3405
4022
3378
3381
3379
3383
3394
3403
3405
3407
3408
3394
3396

OE2

0QE2

OE2

GLU
GLU
GLU

GLU

GLU
GLU
TYR

GLU
GLU
GLU
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217
281
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372
379
3792
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376
376
376
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376
377
3717
377
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3717
378
378
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377
377
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888
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1049
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1061
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1064
1064
1064
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1065
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1084
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1100
1100

OE1
OELl
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OELl
OE2

ASN
ASN
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GLU
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GLU
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GLU
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GLU
GLU

91

91
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.88
.93
.85
.26
.83
.46
.79
.67
.78
.89
.70
.64
.66
.74
.51
.34
.38
.31
.10
.15
.01
.81
.51
.00
.31
.10
.15
.15
.43
.44
17
.69
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.13
.62
.21
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.57
.40
.68
.80
.23
.08
.83
.68
.57
.55
.30
.58
.45
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.32
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.23
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3387
3388
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3389
3399
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3369
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3366
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3094
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2784
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1217
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1218
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1320
7563
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7571
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7574
7575

OE2
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CD2
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CE2
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CEl
CE2
CE2
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CZ
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GLU
GLU
GLU
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TYR
TYR
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LYs
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183. 2784 © VAL 309 A <--> 7575 OH TYR 776 B 2.63
184. 2780 CB VAL 309 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.83

185. 2781 cGl VAL 309 A <> 7575 oOH TYR 776 B 3.48

186. 2797 N ARG 311 A <> 7575 oH TYR 776 B 3.65

187. 3371 N GLY 374 A <--> 7582 CB ASN 777 B 3.78

188. 3375 © GLY 374 A <> 7585 ND2 ASN 777 B 3.84

189. 3388 oDl ASN 376 A <--> 7585 ND2 ASN 777 B 3.54

190. 2806 NH1 ARG 311 A <> 7594 cG AsSP 1778 B 3.83

191. 2809 WHZ ARG 311 A <> 7594 cG AsSP 778 B 3.88

192. 2805 CZ ARG 311 A <> 7596 oD2 ASP 778 B 3.15

193. 2806 NHL ARG 311 A <--> 7596 0D2 ASP 778 B 2.75

194. 2809 NHZ ARG 311 A <--> 7596 o0D2 ASP 778 B 2.70

195. 3373 CA GLY 374 A <--> 7644 CEl TYR 782 B 3.55

196. 3370 o SER 373 A <> 7647 CZ TYR 782 B 3.71

197. 3094 NDZ ASN 343 A <> 7648 OH TYR 782 B 3.63

198. 3369 © SER 373 A <--> 7648 OH TYR 782 B 3.78

199. 3370 © SER 373 A <--> 7648 OH TYR 782 B 2.85

200. 2755 ©OH TYR 306 A <--> 7874 OE2 GLU 805 B 3.87  241. 3971 CDl LEU 437 A <> 7983 HE22 GLN 815 B 3.56
201. 3071 oDl ASN 340 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 2.85 242. 3981 C SER 438 A <--> 7983 HE22? GLN 815 B 3.10
202. 3077 N ALA 341 A <--> 7915 NDZ ASN 809 B 3.54 243. 3982 o© SER 438 A <--> 7983 HE22 GLN 815 B 1.97
203. 3080 CB ALA 341 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 3.52 244. 3983 N GIN 439 A <-—> 7983 HE22 GIN 815 B 3.70
204. 3048 © LEU 337 A <--> 7930 C DPHE 810 B 3.3 245. 3985 CA GLN 439 A <> 7983 HE22 GLN 815 B 3.33
205. 3048 © LEU 337 A <--> 7931 o DPHE 810 B 3.17  246. 3990 NEZ? GIN 439 A <> 7983 HE2Z GIN 815 B 3.85
206. 3048 o LEU 337 A <——> 7932 N AIA 811 B 3,41  247. 3991 HE21 GLN 439 A <> 7983 HE22 GLN 815 B 3.73
207. 3048 © LEU 337 A <——> 7934 cCA AIA 811 B 3,13 248, 3036 CB PRO 336 A <--> 8322 ND2 ASN 850 B 3.56
208, 3048 © LEU 337 A  <——> 7935 OB Ala Bl B 327 249. 2605 O TILE 291 A <--> 8330 CB GIN 851 B 3.25
209. 3064 © GLY 339 A <--> 7935 CB AIA B1l B 3.60 250. 2605 o ILE 291 A <> 8331 CG GIN 851 B 3.54
210. 3065 © GLY 339 A <--> 7935 CB ALA 811 B 3.54 :é; iggz 31."2 (I;EEN 2:; : :”: :gg; Eg gﬂ :gi g 3?2
211. 3066 N ASN 340 A <> 7935 CB ALA 6811 B 3-56 53 2631 mE2L GIN 293 A < > 8332 CD GIN 851 B 2.88
212. 3068 CA ASN 340 A <--> 7935 CB ALA 811 B 3-34 .54, 2627 oG GIN 293 A <--> $333 OEl GIN 851 B 3.69
213. 3077 N ALA 341 A <--> 7935 CB ALA 6811 B 3.84 555, 2628 cp GIN 293 A <--> 8333 OEl GIN 851 B 3.74
214. 3982 © SER 438 A <> 7942 c6 GLU 812 B 3.80  ,ce. 2630 NEZ GIN 293 A <> 8333 OFE1 GIN 851 B 2 85
215. 2590 CG ASN 290 A <--> 7966 NHL ARG 814 B 3.90 557, 2631 HE21 GLN 293 A <-—> 8333 OEl GLN 851 B 1.89
216. 2591 ODL ASN 250 A <--> 7966 NHI ARG 0814 B 3.69 55, 2632 HE22 GLN 293 A <-—> 8333 OEl GIN 851 B 3.38
217. 2592 NDZ ASN 290 A <> 7966 NHl ARG 814 B 3.32 359, 2605 o 1LE 991 A < -> 8334 NE? GLN 851 B 2.80
218. 3998 CB ALA 440 A <--> 7985 O GILN 815 B 3.74 260. 2627 CG GLN 293 A <--> 8334 NE2 GLN 851 B 3.85
219. 2570 O©El GLU 288 A <--> 7978 CG GLN 815 B 3.87 261. 2631 HE2?1 GLN 293 A <--> 8334 NEZ? GILN 851 B 3.34
220. 3982 o SER 438 A <--> 7979 cD GLN 815 B 3.77 262. 2604 € ILE 291 A <--> 8335 HE21 GLN 851 B 3.14
221. 3990 NE2 GLN 439 a <--> 7979 cD GLN 815 B 3.48 263. 2605 O ILE 291 A <--> 8335 HE21 GLN 851 B 1.94
222. 3991 HE21 GLN 439 A <--> 7979 CD GLN 815 B 2.91 264 . 2605 O ILE 291 A <-—-> 8336 HE2Z GLN 851 B 3.44
223. 3992 HE2? GLN 439 A <> 7979 cD GIN 815 B 3.76  265. 2627 CG GLN 293 A <> 8336 HE22 GLN 851 B 3.51
224. 3995 N ALA 440 A <--> 7979 CD GILN 815 B 3.82  266. 2628 CD GLN 293 A <--> 8336 HE22 GLN 851 B 3.76
225. 3985 CA GLN 439 A <--> 7980 OEl GIN 815 B 3.53  267. 2630 NE2 GILN 293 A <--> 8336 HE22 GIN 851 B 3.46
226. 3993 © GLN 439 A <> 7980 OEl GIN 815 B 3.71  268. 2631 HEZ1 GLN 293 A <> 8336 HE2Z GIN 851 B 3.04
227. 3987 ©6 GLN 439 A <> 7980 OEl GIN 815 B 3.65  269. 2590 CG ASN 290 A <> 8341 CA VAL 852 B 3.64
228. 3988 C©D GLN 439 A <--> 7980 OEl GILN 815 B 3.52 270. 2591 oD1 ASN 290 A <--> 8341 CA VAL 852 B 3.43
229. 3990 NE2 GLN 439 A <--> 7980 OEl GLN 815 B 2.77 271. 2592 KD2 ASN 290 A <--> 8341 CA VAL 852 B 3.82
230. 3991 HE21 GLN 439 A <--> 7980 OEl GIN 815 B 2.02 272. 2592 ND2 ASN 290 A <--> 8345 Cc VAL 852 B 3.70
231. 3992 HE22? GLN 439 A <--> 7980 OEl GIN 815 B 3.32 273. 2590 CG ASN 290 A <--> 8346 O VAL 852 B 3.51
232. 3995 N  ALA 440 A <-—> 7980 OEl GIN 815 B 2.95 274. 2591 ODL ASN 290 A <> 8346 0 VAL 852 B 3.74
233. 2567 CB GLU 288 A <> 7981 NE2 GIN 815 B 3,71 275. 2592 ND2 ASN 250 A <--> 8346 © VAL 852 B 2.82
234. 2568 CG GLU 288 A <> 7981 NEZ GIN 815 B 3.46 :;g gggg ggl ;S“E ggg i :”: ggﬁ ﬁg; :ﬁ :g; g g;g
235. 3982 © SER 438 A <> 7981 NE2 GILN 815 B 2.87 : :
o Senmmom d A T T msom m B o Lo 0 M n oo oW cowoem o2 oW
237. 2568 CG GLU 288 A <> 7982 HE21 GIN 815 B 3.30

238. 3982 © SER 438 A <> 7982 HE21 GIN 815 B 3.37

239. 2567 CB GLU 288 A <—-> 7983 HE22 GLN 815 B 3.65  Number of hydrogen bonds: 25

240. 2568 ©G GLU 288 A <> 7983 HE2? GIN 815 B 3.70

Number of non-bonded contacts: 279

Anexo I1X. Continuacgéo.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

FPDB code: t604 Chains A }{ B

Hydrogen bonds 12. 2467 CB SER 247 A <> 1065 NHL ARG 110 B 3.26
77777777777777 13, 2468 o0¢ SER 247 A <--> 1065 NHL ARG 110 B 2.67
14. 2493 NHL ARG 249 A <--> 1080 ¢ ILE 111 B 3.31
P ATOM 1 ————— > e ATOM 2 ———nr > 15. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1081 o TILE 111 B 2.84
16. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1082 N ASN 112 B 3.72
17. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1084 CcA ASN 112 B 3.58
Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 18. 4028 ND2 ASN 410 A <-—> 1086 cG ASN 112 B 3.45
no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 19. 2489 D ARG 249 A <--> 1087 oDl ASN 112 B 3.80
1. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1072 o are 110 B 2.74 20. 2492 CZ ARG 249 A <--> 1087 0Dl ASN 112 B 3.72
2. 2471 o SER 247 A <--> 1065 NH1 ARG 110 B 3.01 21. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1087 oDl ASN 112 B 2.93
3. 2468 0OG SER 247 A <-——> 1065 NHL1 arRe 110 B 2.67 22. 4026 CG ASN 410 A <--> 1087 oDl ASN 112 B 3.85
4. 2493 NWHL ARG 249 a <--> 1081 o TLE 111 B 2.84 zj :gi: “Dz AsN :ig A :“; 133; 0‘3; ASN ﬂi B ;Zi
. ND2 ASN A . ND2 ASN B .
5. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1087 oDl ASN 112 B 2.93 25. 2402 ©Z ARG 249 a <--> 1098 ©p GIu 113 B 3 69
6. 4028 ND2 ASN 410 A <--> 1087 oDl ASN 112 B 2.92 26. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1098 €D GLU 113 B 3.49
7. 4033 N SER 411 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 2.99 27. 2496 NH2 ARG 249 A <--> 1098 CD GLU 113 B 3.09
8. 4037 oG SER 411 A <--> 1099 o©OEl LU 113 B 2.87 28. 4037 06 SER 411 A <--> 1098 CD GLU 113 B 3.60
9. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 3.11 29. 2492 CZ ARG 249 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 3.19
10. 2496 NH2 ARG 249 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 2.70 30. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1099 oOEl GLU 113 B 3.18
11 4021 © SER 409 A <-—> 1109 WND2 ASN 114 B 2.84 g; i:gg :Hz :;i iﬁ i 2:; ig;; gsi g’;g ﬂj g 2;3
12 3326 NE ARG 337 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.10 33. 4035 caA sSER 411 A <--> 1099 ©OEl GLU 113 B 3.48
13. 3332 NH2 ARG 337 A <--> 7575 OH TYR 776 B 2.67 34. 4036 CB SER 411 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 3.72
14 3343 o© PRO 338 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.00 35. 4037 o0& SER 411 A <--> 1099 ©OEl GLU 113 B 2.87
15. 3362 ND2 ASN 340 A <--> 7648 OH TYR 782 B 2.85 36. 2492 CZ ARG 249 A <--> 1100 ©OE2 GLU 113 B 3.34
16. 2775 NH? ARG 279 A <--> 7876 O GLU 805 B 2.57 37. 2493 NHL ARG 249 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 3.11
17 2769 NE ARG 279 A <--> 7874 OE2 GLU 805 B 2.86 g i::f g“z e iiz 2 2”;‘ ﬁgg SEE o ﬂi : i-;g
18. 3418 OEl GLN 346 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 2.78 1o, 3386 oGl 11 383 m <> 1120 o tmo 118 : as
19. 4095 NH2Z ARG 417 A <--> 7931 o PHE 810 B 2.89 a1, 3386 CG1 ILE 343 A <--> 1118 ©& PRO 115 B 3.74
20. 3419 NE2 GLN 346 A <--> 7947 o GLU 812 B 2.86 42. 3384 CB ILE 343 A <--> 1128 CEl PHE 116 B 3.85
21. 4018 oG SER 409 A <--> 7985 O GLN 815 B 2.88 43, 3386 cCEl ILE 343 A <--> 1128 CEl PHE 116 B 3.54
22. 3997 N GLY 407 A <--> 7980 OEl GLN 815 B 2.93 44. 3384 CB ILE 343 A <--> 1130 ¢z PHE 116 B 3.52
23. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 7991 oDl ASN 816 B 2.63 45. 3386 cel ILE 343 A <--> 1130 cz PHE 116 B 3.63
24. 23395 OD1 ASN 344 A <> 7992 ND2 ASN 816 B 2.94 ae P oL DE ME R T LM M ome o2 308
25. 3375 o ILE 341 A <--> 8007 OH TYR 817 B 2.65 48. 3385 CG2 ILE 343 A <--> 1148 NE ARG 118 B 3.55
26. 3066 OD1 ASN 311 A <--> 8322 ND2 ASN 850 B 2.72 49, 3389 O ILE 343 A <--> 1150 cz ARG 118 B 2. 73
27. 3984 NH2 ARG 405 A <--> 8333 OEl GLN 851 B 2.67 50. 3385 ce2 ILE 343 A <--> 1150 cz ARG 118 B 3.87
51. 3389 o ILE 343 A <--> 1151 NHL ARG 118 B 3.19
Non-bonded contacts 52. 3395 oDl ASN 344 A <--> 1151 NHL ARG 118 B 3.72
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 53. 4018 o0& SER 409 A <--> 1151 NH1 ARG 118 B 3.79
54. 3388 C ILE 343 A <--> 1154 NH2 ARG 118 B 3.77
55. 3389 O ILE 343 a <--> 1154 NH2 ARG 118 B 2.82
<====- ATOM 1 ---—- > <= ATOM 2 -———- > 56. 3385 ce2 ILE 343 A <--> 1154 NH2 ARG 118 B 3.41
57. 3394 ce ASN 344 A <--> 1154 NH2 ARG 118 B 3.87
Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 58. 3396 ND2 ASN 344 A <--> 1154 NH2 ARG 118 B 3.61
no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 59. 3362 ND2 ASN 340 A <--> 7555 0O SER T4 B 3.76
1. 4028 ND2 ASN 410 A <—> 566 0OG SER 57 B 3.70 60. 3362 ND2 ASN 340 A <--> 7558 CA MET 775 B 3.68
61. 3359 CB ASN 340 a <--> 7559 CB MET 775 B 3.24
2. 2493 NWH1 ARG 249 A <--> 1071 ¢ ARG 110 B 3.22 ez 3323 o0 om0 298 n <3 amee co wmr ave - s
3. 2489 CD ARG 249 A <--> 1072 o ARG 110 B 3.62 63. 3342 ¢ PrO 338 2 <> 7561 sp mET 775 B 3.90
4. 2492 cz ARG 249 A <> 1072 O ARG 110 B 3.71 64. 3343 o0 PRO 338 A <-> 7561 sp MET 775 B 3.32
5. 2493 NH1 ARG 249 A <--> 1072 o ARG 110 B 2.74 65. 3342 c PRO 338 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.68
6. 2490 NE ARG 249 A <> 1059 CB ARG 110 B 3.85 66. 3343 o© PRO 338 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.66
7. 2492 CZ ARG 249 A <--> 1059 CB ARG 110 B 3.76 67. 3344 N PHE 339 A <-—> 7562 CE MET 775 B 3.78
8. 2493 NHL ARG 249 A <--> 1059 CB ARG 110 B 3.75 gi ;;:j CA  PHE 2;2 R 2“: Z?gz CE  MET _7’;: B ;2‘;
. c PHE A — CE MET B .
9. 2468 o0G SER 247 A <--> 1064 CZ ARG 110 B 3.76 70. 3355 o PHE 330 a <--> 7562 CE MET 715 B 343
10. 2470 ¢ SER 247 A <--> 1065 NH1 ARG 110 B 3.84 71. 3359 ©B ASN 3120 A <-—> 7562 oE MEr 775 5 378
11. 2471 o© SER 247 A <--> 1065 WNH1 ARG 110 B 3.01 72. 3400 O ASN 344 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.45

Anexo X. Interagdes formadas entre Cry1lAb e APN4TI. Cadeia A (CrylAb). Cadeia B (APN4TI).
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73. 3403 cA ASN 345 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.65
74. 3406 ODl ASN 345 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.37 334, 3370 cB TIE 341 A <—-> 7896 O VAL 807 B 3.84
75. 3332 NH2 ARG 337 A <--> 7571 CEl TYR 776 B 3.43 135 3372 cel ILE 341 A <--> 7896 o VAL 807 B 3.75
76. 3332 NH2 RRG 337 A <--> 7574 c©z TYR 776 B 3.36 136, 3371 cE2 ILE 341 A <--> 7896 O VAL 807 B 3.13
717 3326 NE ARG 337 A <--> 7575 oOH TYR 776 B 3.10 4137 3372 cGl ILE 341 A <> 7912 CB ASN 809 B 3.56
78. 3328 CZ ARG 337 A <-> 7575 oOH TYR 776 B 3.32 138, 3418 OEl GLN 346 A <> 7912 CB ASN 809 B 3.61
79. 3332 NHZ ARG 337 A <--> 7575 O©OH TYR 776 B 2.67 139. 3421 HE22 GLN 346 A <--> 7912 CB ASN 809 B 3.07
80 3343 O PRO 338 A <-—> 7575 OH TIR 776 B 3.00 140. 3417 ©D GIN 346 A <> 7913 cG ASN 809 B 3.69
81 3380 O GLY 342 A <--> 7643 <Dl TYR 782 B 3.52 141. 3418 OEl1 GIN 346 A <——> 7913 CG ASN 809 B 3.30
82 3383 CA ILE 343 A <--> 7643 cCDl TYR 782 B 3.86 142, 3419 NE2 GLN 346 A <> 7913 cCG ASN 809 B 3.32
a3 3362 ND2 ASN 340 A <--> 7644 CEl1 TYR 782 B 3.16 143. 3421 HE22 GLN 346 A <--> 7913 c©ce ASN 809 B 2.49
84 3380 O GLY 342 A <> 7644 cCEl TYR 782 B 3.12 144. 3419 NE2 GIN 346 A <—-> 7914 opl ASN 809 B 3.42
85 3390 N ASN 344 A <> 7644 CEl TYR 782 B 3.42 145. 3421 HE22 GLN 346 A <—-> 7914 oDl ASN 809 B 2.53
86 3362 ND2 ASN 340 A <> 7647 cz TYR 782 B 3.47  146. 3352 CE2 PHE 339 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 3.41
87 3400 © ASN 344 A <--> 7647 c©z TYR 782 B 3.66 147. 3353 cz PHE 339 A <—-> 7915 ND2 ASN 809 B 3.25
88 3362 ND2 ASN 340 A <--> 7648 OH TYR 782 B 2.85 148. 3417 cD GLN 346 A <—-> 7915 WD2 ASN 809 B 3.41
89 3400 © &SN 344 A <--> 7648 OH TYR 782 B 2.79 149. 3418 OEl GLN 346 A <—-> 7915 WD2 ASN 809 B 2.78
90 3379 ¢ GLY 342 A <--> 7677 C€G ARG 785 B 3.88 150. 3419 NE2 GLN 346 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 3.46
a1 3380 O GLY 342 A <--> 7677 cCc& ARE 785 B 3.62 151. 3421 HE22 GLN 346 B <--> 7915 ND2 ASN 809 B 2.94
92 3380 o© GLY 342 A <=-=> 7678 CD ARG 785 B 3.86 152. 4095 NH2 ARG 417 A <-=> 7930 C PHE 810 B 3.55
a3 3380 © GLY 342 A <--> 7679 NE ARG 785 B 3.53 153. 3066 oDl ASN 311 A <--> 7931 o© PEE 810 B 3.85
94 3376 N GLY 342 A <—-> 7720 ©G PHE 789 B 3.82 154. 4095 NH2 ARG 417 A <--> 7931 ©0 PHE 810 B 2.89
95 3378 cA eLY 342 A <--> 7720 G PHE 789 B 3.57 155. 3064 CB ASN 311 A <-> 7923 CB PHE 810 B 3.56
96 3376 N GLY 342 A <--> 7721 Dl PHE 789 B 3.32 156. 3065 ©G ASN 311 A <--> 7923 CB PHEE 810 B 3.78
97 3378 cA eLY 342 A  <—-> 7721 c¢Dl1 PHE 789 B 3.45 157. 3066 oDl ASN 311 A <--> 7923 CB PHEE 810 B 3.85
a8 3378 cA eIy 342 A  <--> 7722 cD2 PHE 789 B 3.g7 158. 4095 NH2 ARG 417 A <--> 7932 N ALA 811 B 3.74
99 3369 ca TLE 341 A  <——> 7723 cEl PHE 789 B 3.77 159. 4095 NH2 ARG 417 A <--> 7934 CA ALA 811 B 3.30

100. 3374 c©  1E 341 A <> 7723 cCEl PHE 789 B a.6a 160. 4069 cc2 ILE 415 A <--> 7937 ©o ALA 811 B 3.85

101. 3376 N oIy 342 A <--> 7723 OBl PHE 789 B 507 161. 4069 ce2 ILE 415 A <--> 7935 CB ALA 811 B 3.85

102. 3378 cAa GLY 342 A <--» 7723 CE1 PHE 789 B 3,74 162. 4095 NH2 ARG 417 A <> 7935 CB ALA 811 B 3.89

103 3369 ca ILE 341 A <--> 7725 CZ PHE 789 B 3.67 i:i' i:;ﬁ “'g'f GLN :3":2 A 2 : Zg:: ¢ GLU gii B g-g;’_

104. 3374 ¢ IIE 341 A < -> 7725 cz PHE 789 B s.se o 27 'Ezz GLN e A L o ¢ e o B gy

105. 3371 ce2 ILE 341 A <--> 7725 cz PHE 789 B 3,49 199- 2480 “EH_EZ gx aie 2 2 dee g gig b g 3ot

106 3376 N GLY 342 A <--> 7725 CZ PHE 789 B 3.40 : .

107 2775 NE2 279 A <-—> 7875 ¢ GLU 805 B 35y 167. 3420 HEZ1 GIN 346 A <--> 7947 © @GLU 812 B 2.24
. ARG . 168. 3421 HE22 GLN 346 A <--> 7947 © LU 812 B 2.72
Ioh EITL n hRe I R I IR o o BS o 377 169. 4070 ce1 1l 415 A <-—> 941 ©B oIy 812 B 3.81
: ARG . 170. 4069 €62 ILE 415 A <> 7941 CB GLU 812 B 3.58
110. 2775 NH2 ARG 279 A <—> 7871 CG GLU 805 B 3.43 1o 3997 W oy 407 A <> 7942 oG oLU 812 B 3es

111. 2769 NE ARG 279 A <--> 7872 CD GLU 805 B 3.20 i i

172. 3999 CA GLY 407 A <> 7942 cG¢ GLU 812 B 3.77

112. 2771 CZ ARG 279 A <—> 7872 CD GLU 805 B 3.51 173, 4018 OG SER 409 A <--> 7984 © GIN 815 B 3. 68

113, 2775 NH2 ARG 279 A <> 7872 CD GLU 805 B 2.97 374, 4017 CB SER 409 A  <--> 7985 O GLN 815 B 3.80

114. 2769 NE ARG 279 A <--> 7873 OEl GLU 805 B 3.32 495, 1018 oG SER 409 A <> 7985 o GIN 815 B 2.88

115, 2771 cz ARG 279 A <——> 7873 OEl GLU 805 B 3.48 176, 4001 © GILY 407 A  <--> 7977 CB GIN 815 B 3.30

116. 2775 NH2 ARG 279 A <> 7873 OEl GLU 805 B 2.74 177, 3997 W GLY 407 A <> 7979 cp GLN 815 B 3.34

117. 2768 CD ARG 279 A <--> 7874 OE2 GLU 805 B 3.74 178, 3991 cA SER 406 A <—-> 7980 OEl GLN 815 B 3.50

118. 2769 NE ARG 279 A <> 7874 OE2 GLU 805 B 2.86 179, 3095 ¢ SER 406 A  <--> 7980 OE1l GILN 815 B 371

119. 2771 ©z ARG 279 A <--> 7874 OE2 GLU 805 B 3.60  1go0. 3992 C©B SER 406 A <--> 7980 OEl GLN 815 B 3.54

120. 2775 NH2 ARG 279 A <--> 7874 OE2 GLU 805 B 3.51 181, 3997 N GLY 407 A <--> 7980 OEl GLN 815 B 2.93

121. 3366 O ASN 340 A <--> 7888 O PHE 806 B 3.47 182. 3991 CA SER 406 A <-—> 7981 NE2 GLN 815 B 3.78

122. 3366 © ASN 340 A <--> 7881 CG PHE 806 B 3.73 183. 3997 N GLY 407 A <--> 7981 NE2 GLN 815 B 3.54

123. 3366 O ASN 340 A <--> 7882 CDl PHE 806 B 3.63  1B4. 3987 C ARG 405 A <—-> 7983 HE22 GLN 815 B 3.75

124. 3366 © ASN 340 A <--> 7883 CD2 PHE 806 B 3.49 185. 3988 O ARG 405 A <--> 7983 HE22 GLN 815 B 3.00

125 3366 O ASN 340 A <--> 7884 CEl PHE 806 B 3.31  186. 3989 N SER 406 A <—-> 7983 HE22 GLN 815 B 3.86

126. 3359 CB ASN 340 A <——> 7884 CEl PHE 806 B 3.77 187. 3991 cA SER 406 A <—-> 7983 HE22 GLN 815 B 3.10

127. 3366 O ASN 340 A <--> 7885 CE2 PHE 806 B 3.16 188. 3995 C© SER 406 A <--> 7983 HE22 GLN 815 B 3.57

128. 3361 ODL ASN 340 A <——> 7885 CE2 PHE 806 B 3.49 189. 3997 N GLY 407 A <--> 7983 HE22 GLN 815 B 3.47

129, 3365 C ASN 340 A <> 7886 cCzZ PHE 806 B 3.81 190. 4018 oc SER 409 A <-> 7986 N ASN 816 B 3.80

130. 3366 O ASN 340 A <--> 7886 CZ PHE 806 B 3.09 191. 4018 oG SER 409 A <--> 7988 CA ASN 816 B 3.32

131, 3359 CB ASN 340 A <> 7886 cCzZ PHE 806 B 3.51 192. 4018 oc SER 409 A <--> 7995 C ASN 816 B 3.73

132. 3360 CG ASN 340 A L==> 7886 CZ PHE 806 B 3.63 193. 4018 oG SER 409 a <-=> 7996 o ASN 816 B 3.33

133. 3361 oDl ASN 340 A <--> 7T8B6 CZ PHE 806 B 3.21 194. 3420 HE21 GLN 346 B <--> 7989 CB ASN 816 B 3.67

Anexo X. Continuacéo.
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195. 3394 CG ASN 344 A
196. 3395 0Dl ASN 344 A
197. 3396 ND2 ASN 344 A
198. 3420 HE21 GLN 346 A
199. 3394 C©G ASN 344 A
200. 3395 0Dl ASN 344 A
201. 3396 ND2 ASN 344 A
202. 3394 ©G ASN 344 A
203. 3395 0Dl ASN 344 A
204. 3396 NDZ ASN 344 %
205 3416 CG GLN 346 A
206 3417 CD GLN 346 %
207 3419 NEZ GLN 346 A
208 3420 HE21 GLN 346 A
209 4053 ©G1 VAL 413 A
210 3375 o© ILE 341 A
211 3385 G2 ILE 343 A
212 3375 o© ILE 341 A
213 3385 CG2 ILE 343 A
214 3374 © ILE 341 A
215 3375 o ILE 341 A
216 3378 CA GLY 342 A
217 3381 N ILE 343 A
218 3385 G2 ILE 343 A
219 3371 ©G2 ILE 341 A
220 3060 o GLY 310 A
221. 3063 CA ASN 311 %
222 3070 c ASN 311 A
223 3071 o ASN 311 A
224. 3063 CA ASN 311 A
225 3070 ¢ ASN 311 A
226. 3071 o ASN 311 A
227. 3064 CB ASN 311 A
228 3066 OD1 ASN 311 A
229 3044 G2 THR 308 A
230. 3065 cCG ASN 311 A
231 3066 OD1 ASN 311 A
232 3037 o GLY 307 A
233 3984 NH2Z ARG 405 A
234 3984 NHZ ARG 405 A
235 3980 CZ ARG 405 A
236 3984 NHZ ARG 405 %
237 3037 o GLY 307 A
238 3984 NHZ ARG 405 %
239 3984 NHZ ARG 405 A
240 3037 o GLY 307 A
241 3042 ©OG1 THR 308 A
242 3978 NE ARG 405 A
243 3042 o0G1 THR 308 A
244 3044 G2 THR 308 A
245 4089 NE ARG 417 %
246. 4095 NHZ ARG 417 A
247 3976 cCcG ARG 405 A
248. 3978 NE ARG 405 A

Number of hydrogen bonds:

Number of non-bonded contacts:

Anexo X. Continuacéo.
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List of atom-atom interactions across protein-protein interface

PDB code: t605 Chains A }{ B

<--—-- ATOM 1 -———- > <-———- ATOM 2 --———- >
<= ATOM 1 ----- > <= ATOM 2 ----- > Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res
no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance
Atom Atom Res Res Atom Atom Res Res 1. 3401 CA GLY 342 A <> 259 ¢ LEU 26 B 3.86
no. name name no. Chain no. name name no. Chain Distance 2. 3397 ¢ IIE 341 A <> 260 o LEU 26 B 3.53
1 3385 ND2 RSN 340 A <--> 268 0o SER 27 B 2.72 oM e mew M o 2k P
2 3379 N  ASN 340 A <--> 275 O©El GLU 28 B 2.94 5. 3101 cA oLy 342 A <-—> 260 © 1EU 26 5 300
3 3385 ND2 ASN 340 A <--> 275 OEl GLU 28 B 3.04 6. 3402 © oGiy 342 A <-—> 260 © IEU 26 B 3.90
4 3366 © PRO 338 A <--> 1065 NH1 ARG 110 B 2.69 1. 3401 cA GLY 342 A <-=> 263 CA SER 27 B 3.80
5 3366 © PRO 338 A <--> 1068 NHZ ARG 110 B 3.286 8. 3385 ND2 ASN 340 a <-=> 267 cC SER 27 B 3.65
6 2503 NH2 ARG 249 a <--> 1081 o ILE 111 B 2.83 9. 3401 cCA GLY 342 A <--> 267 c SER 27 B 3.88
7 2500 WH1 ARG 249 A <> 1099 OEl GLU 113 B 2.66 1y I e AN e R EE o R P
8 2503 NH2 RRG 249 A <--> 1099 O©OE1l GLU 113 B 2.93 12, 3385 ND2 ASN 340 A <> 268 o sEr 27 a 272
9 4084 0G SER 414 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 2.90 13, 3388 N oLy 342 A <> 268 o <SER 27 B 528
10 4060 0 SER 411 A <> 1100 O©OE2 GLU 113 B 2.86 14. 3401 cA GLY 342 A <> 268 o SER 27 B 3.41
11 4072 W VAL 413 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 2.84 15. 3385 ND2 ASN 340 A <> 271 cA &LU 28 B 3.84
12. 4080 N SER 414 A <--> 1100 O©OE2 GLU 113 B 2.97 16. 3374 CEl PHE 339 A <> 273 ce eLUu 28 B 3.82
13 4060 0OG SER 411 A <--> 11B6 ©OH TYR 121 B 2.66 17. 3375 CE2 PHE 339 A <> 273 c6 eLU 28 B 3.87
18. 3376 CZ PHE 339 A <-=> 273 cCG GLU 28 B 3.77
14 4064 N SER 412 A <--> 11B6 OH TYR 121 B 3.00 1o 3377 o pnm 339 A <> 372 con orv o8 . 367
15 4068 0G SER 412 A <> 11B6 OH TYR 121 B 2.79 20, 3370 ©B PHE 339 A <> 274 op eiu 28 B 385
16 3398 0 ILE 341 A <> 1197 Nz L¥YS 122 B 2.45 21. 3371 cc PHE 339 A <--> 274 ©p GLu 28 B 3.37
17 3403 o© GLY 342 A <--> 1187 Wz ©LYS 122 B 2.69 22. 3372 cD1 PHE 339 A <==> 274 CD GLU 28 B 3.40
18 3442 NE2 GLN 346 A <> 1218 OH TYR 124 B 2.77 23. 3373 CD2 PHE 339 A <--> 274 CD cLU 28 B 3.75
19 2794 NH2 ARG 279 A <--> 1278 © ASP 129 B 2.73 24. 3374 CE1 PHE 339 A <> 274 CD GLU 28 B 3.80
20. 3419 WD2 ASN 344 A <--> 1285 OF1 GLU 130 B 2.87 22 g;;i ‘;A ::: g:g : :::i 23: gg :ig gg g ;:2
21. 3412 ©0 ILE 343 A <> 1320 ©H TYR 133 B 2.83 37. 3385 mD? mew 340 A <> 274 op eiw 28 5 350
22, 3060 o GLY 307 A <--> 7497 WDl HIS 769 B 2.68 28. 3377 ¢ PHE 339 A <--> 275 OEL GLU 28 B 3.56
23 4115 NH1 ARG 417 A <--> 7533 o©D2 ASP 772 B 2.81 29 3370 CB PHE 339 A <-—> 275 OEl GLU 28 B 3.46
24. 3070 N MET 309 A <> 7542 O©OEl GLN 773 B 3.11 30. 3371 ce PHE 339 A <> 275 OElL LU 28 B 3.36
25. 4051 ND2 ASN 410 A <--> 7564 © MET 775 B 2.81 31. 3372 cDl PHE 339 a <> 275 OEl GLU 28 B 3.85
26. 4016 OG SER 406 a <--> 7575 OH TYR 776 B 2.74 gg gj;g 5“2 i;‘s :ig : :::z ;;g gi :ig 52 g j-gi
27. 4105 o ILE 416 A <--> 7575 oH TYR 776 B 2.74 34. 3381 CA ASN 340 A <--> 275 O©OEl GLU 28 B 3.12
28 4123 W ALA 418 A <--> 7575 ©H TYR 776 B 3.24 35. 3382 OB ASN 340 A  <-—> 275 oOE1 oru 28 B 3 a8
29. 4068 OG SER 412 A <--> 75B5 WD2 ASN 777 B 2.78 36. 3383 cc ASN 340 A <--> 275 OEL GLU 28 B 3.79
30. 3442 NE2 GLN 346 A <--> 7596 0©D2 ASP 778 B 3.01 37. 3385 ND2 ASN 340 A <> 275 OEL LU 28 B 3.04
31. 2761 O©OD2 ASP 276 a <--> 7606 NWZ ©LYS 779 B 2.67 38. 3377 C  PHE 339 A <--> 276 O©OE2 LU 28 B 3.05
32 2842 OH TYR 283 A <--> 7606 Nz LYS 779 B 2.62 :g- g;;i ©  PHE :1;: A :“; 232 052 GLU i: B jéi
_ . CG PHE A —— OE2 GLU B .

33 3065 OGl THR 308 A <> 7606 Nz LYs 779 B 2.67 11, 3373 ool ome 339 <5 376 oms oro 28 a 3 1a
34 3078 o  MET 308 A <--> 7606 Wz 1¥S 779 B 2.69 42. 3374 cEl PHE 339 A <> 276 OE2 GLU 28 B 3.65
35 4037 N SER 409 A <--> 7648 OH TYR 782 B 2.86 243. 3379 N ASN 340 A <-—> 276 OE2 GLU 28 B 3.11
36 4055 © ASN 410 A <> 7648 OH TYR 782 B 2.90 44. 3381 cA ASN 340 A <> 276 OE2 GLU 28 B 3.14
37 4007 NWHZ ARG 405 A <--> 7908 o GLN 808 B 2.68 45. 3385 ND2 ASN 340 a <--> 276 OE2 GLU 28 B 3.87
38 2552 © ILE 255 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 2.79 46. 3380 N ILE 341 A <> 276 OE2 GLU 28 B 3.57
39 2559 OEl GLU 256 A <> 7915 ND2 ASN 809 B 2.83 47. 3374 CE1 PHE 339 A <--> 286 O SER 29 B 3.51
48. 3395 cGl1l ILE 341 A <-=> 282 CB SER 29 B 3.65
40 2559 OEl GLU 256 A <--> 7920 W PHE 810 B 3.02 a9, 3395 col Irm 341 A <-—> 283 oc sEr 29 B 377
41 2534 NE2 GLN 253 A <> 7947 o0 GLU 812 B 3.24 50. 3374 CE1 PHE 339 A <-—> 1060 ©e ARG 110 B 3.56
42 2520 © SER 251 A <--> 7992 ND2 ASN 816 B 2.82 51. 3372 cCD1 PHE 339 A <--> 1062 NE ARG 110 B 3.38
43. 2533 OEl GLN 253 A <--> 8007 OH TYR 817 B 2.80 52. 3374 CE1 PHE 339 A <--> 1062 NWE ARG 110 B 3.53
53. 3366 o PRO 338 A <> 1064 cz ARE 110 B 3.41
Non-bonded contacts 54. 3369 ca PHE 339 A <> 1064 cz ARE 110 B 3.69
___________________ 55. 3372 CD1 PHE 339 A <> 1064 ©z ARG 110 B 3.34
56. 3365 C PRO 338 A <-—> 1065 NHL ARG 110 B 3.75

Anexo XI. Interagdes formadas entre CrylAc e APN4TI. Cadeia A (CrylAc). Cadeia B (APN4TI).
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118. 4060 0OG SER 411 A <--> 1185 €z TYR 121 B 3.20
119. 4068 0G SER 412 A <-> 1185 cCz TYR 121 B 3.31
120. 4058 CA SER 411 A <--> 1186 OH TYR 121 B 3.89
121. 4059 CB SER 411 A <-> 1186 OH TYR 121 B 3.72
122. 4060 0G SER 411 A <--> 1186 OH TYR 121 B 2.66
123. 4064 N SER 412 A <--> 1186 OH TYR 121 B 3.00
124. 4066 CA SER 412 A <--> 1186 OH TYR 121 B 3.75
57. 3366 O PRO 338 A <--> 1065 NH1 ARG 110 B 2.69 125. 4067 CB SER 412 A <--> 1186 ©H TYR 121 B 3.43
58. 3369 ca PEE 339 A <--> 1065 NH1 ARG 110 B 3.54 126. 4068 0G SER 412 A <--> 1186 OH TYR 121 B 2.70
59. 3378 ©0 PHE 339 A <> 1065 NWH1 ARG 110 B 3.54
60. 3372 cD1l PHE 339 A <-—> 1065 WNH1 ARG 110 B 3.81 127. 4067 €B  SER 412 A <--> 1202 & L¥S 122 B 3.61
61. 34524 NE2? GIN 347 A  <--> 1065 NHL ARG 110 B 311 128. 4068 0OG SER 412 A <--> 1202 O L¥YS 122 B 3.78
62. 3455 HE21 GLN 347 AR <--> 1065 NHL ARG 110 B 3.24 129. 3388 o ILE 341 A <> 119 CE L¥s 122 B 3.53
63. 3456 HE22 GLN 347 A  <--> 1065 NH1 ARG 110 B 2.87 130. 3403 © GLY 342 A <--> 1196 CE L¥YS 122 B 3.58
64. 3365 C PRO 338 A <--> 1068 WH2 ARG 110 B 3.88 131. 3397 ¢ ILE 341 A <--> 1197 Nz L¥YS 122 B 3.57
65. 3366 O PRO 338 A <--> 1068 NH2 ARG 110 B 3.26 132. 3398 0 ILE 341 A <--> 1197 Nz L¥S 122 B 2.45
66. 3367 N PHE 339 A <--> 1068 NH2 ARG 110 B 3.88 133. 3402 ¢ GLY 342 A <--> 1197 Nz LYS 122 B 3.82
oT. 338 oA MR MR L7 jNE Mmoo MR 347 134, 3403 o ey 32 A <> 1197 Nz L¥s 122 B 2.69
69. 3371 CG PHE 339 A <--> 1068 NH2 ARG 110 B 3.88 135. 4068 oG SER 412 A <--> 1208 N TYR 124 B 3.78
70. 3372 cpl PHE 339 A <> 1068 NH2 ARG 110 B 3.60 136. 4068 oG SER 412 A <> 1212 cG TYR 124 B 3.81
71. 2499 ©Z ARG 240 A <--> 1081 © ILE 111 B 3.81 137. 4068 o©OG SER 412 A <--> 1213 c¢CD1 TYR 124 B 3.42
72. 2503 NH2 ARG 249 A <--> 1081 o TILE 111 B 2.83 138. 4067 CB SER 412 A <--> 1215 D2 TYR 124 B 3.86
73. 2503 NH2 ARG 249 A <--> 1003 N GLU 113 B 3.70 139. 4067 cCB SER 412 A <--> 1214 CE1 TYR 124 B 3.83
74. 2503 NH2 ARG 249 A <-=> 1096 CB GLU 113 B 3.71 140. 4068 0G SER 412 A <--> 1214 CE1 TYR 124 B 3.50
75. 4060 OG SER 411 A <> 1096 CB GLU 113 B 3.47 141. 3442 NE2 GIN 346 A <--> 1216 CE2? TYR 124 B 3.50
76. 2503 NH2 ARG 249 A <--> 1097 c6 GLU 113 B 3.37
77, 4080 on sem 411 r <5 1097 oo oo 112 - 3 es 142. 3443 HE21 GLN 346 A <—-> 1216 CE2 TYR 124 B 2.75
78. 2500 NHL ARG 249 A <--> 1098 CD GLU 113 B 3.82 143. 4066 CA SER 412 A <--> 1216 CE2 TYR 124 B 3.84
79. 2503 NH2 ARG 249 A <--> 1098 CD GLU 113 B 3.59 144. 4070 Gc  SER 412 A <--> 1216 CE2 TYR 124 B 3.54
80. 4060 o6 SER 411 A <--> 1098 cp 6GLU 113 B 3.57 145. 4071 o SER 412 A <--> 1216 CE2 TYR 124 B 3.35
B1. 4072 N VAL 413 A <> 1098 cp GLU 113 B 3.58 146. 4067 CB SER 412 A <--> 1216 CE2 TYR 124 B 3.73
82. 4077 ©G2 VAL 413 A <--> 1098 cD GLU 113 B 3.67 147. 3442 NE2 GLN 346 A <—-> 1217 c©CZ TYR 124 B 3.52
83. 4080 N SER 414 A <--> 1098 CD GLU 113 B 3.61 14s8. 3443 HE21 GLN 346 A <--> 1217 cz TYR 124 B 2.75
g;' ;Zgg gcz* ;i? :‘; i :”z igzg 221 giz ﬂg 2 i'f; 149. 3444 HE22 GLN 346 A <——> 1217 cz TYR 124 B 3.65
86. 2500 NH1 ARG 249 A <--> 1099 O©OEl GLU 113 B 2.66 150. 4066 CA SER 412 A <--> 1217 cz TYR 124 B 3.54
87. 2503 NH2? ARG 249 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 2.93 151. 4070 €  SER 412 A <--> 1217 cz TYR 124 B 3.58
88. 4077 CG2 VAL 413 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 3.09 152. 4071 o SER 412 A <> 1217 cz TYR 124 B 3.27
89. 4080 N SER 414 A <--> 1099 O©El1l GLU 113 B 3.45 153. 4067 CB SER 412 A <--> 1217 cZ TYR 124 B 3.72
90. 4083 CB SER 414 A <--> 1099 OEl GLU 113 B 3.72 154. 3442 NE2 GIN 346 A <--> 1218 OH TYR 124 B 2.77
91. 4084 OG SER 414 A <--> 1099 O©El GLU 113 B 2.90 155. 3443 HE2?1 GIN 346 A <--> 1218 ©OH TYR 124 B 2.05
92. 4058 ca SER 411 A <> 1100 O©OE2 GLU 113 B 3.78 156. 3444 HE?? GIN 346 A  <-—-> 1918 OH TYR 124 B 2.75
5 M o Tmomi A CO M oman I0 2 130 157 s ca sm 412 A <o L8 on mm 14 B 365
95. 4059 CB SER 411 A <--> 1100 O©OE2 GLU 113 B 3.20 158 4070 ¢ SER 412 A <> 1218 om TYR 124 B 3.47
96. 4060 OG SER 411 A <> 1100 OE2 GLU 113 B 2.86 159. 4071 o SER 412 A <--> 1218 OH TYR 124 B 2.77
97. 4064 N SER 412 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 3.18 160. 2794 NH2 RRG 279 a <> 1277 ¢ ASP 129 B 3.70
98, 4066 CA SER 412 A <--> 1100 O©OE2 GLU 113 B 3.61 161. 2790 cz ARG 279 A <--> 1278 © Asp 129 B 3.90
99. 4070 c SER 412 A <--> 1100 ©E2 6LU 113 B 3.59 162. 2794 NH2 ARG 279 A <--> 1278 o© ASP 129 B 2.73
100. 4067 CB SER 412 A <--> 1100 ©OE2 GLU 113 B 3.82 163. 2794 NH2 ARG 279 A <--> 1281 CA GLU 130 B 3.35
101. 4072 N VAL 413 A <> 1100 OE2 GLU 113 B 2.84 164. 2790 cz ARE 279 A <--> 1284 ©D LU 130 B 3.54
15;- :g;é z“ :ﬁ ﬁg ; :"; ﬁgg ‘;E; gig ﬂg g ;';i 165 2791 NHL ARG 279 A <--> 1284 €D GLU 130 B 3.13
104. 4080 N SER 414 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 2.97 166 2794 NHZ ARG 279 A <--> 1284 CD GLU 130 B 3.06
105. 4083 CB SER 414 A <--> 1100 OE2 GLU 113 B 3.73 167. 3415 CA ASN 344 A <--> 1284 CD GLU 130 B 3.70
106. 4084 0O SER 414 A <> 1100 OE2 GLU 113 B 3.73 168. 34195 ND2 ASN 344 A <--> 1284 c¢CD GLU 130 B 3.52
107. 4041 0 SER 409 A <> 1147 cp ARG 118 B 3.80 169. 2790 cZ ARG 279 A <--> 1285 OE1 GLU 130 B 3.21
108. 4040 CB SER 409 A <> 1148 NE ARG 118 B 3.79 170. 2791 NH1 ARG 279 A <--> 1285 OEl1 GLU 130 B 2.82
109. 4041 oc SER 409 A <--> 1148 NE ARG 118 B 3.00 171. 2794 NH2 RRG 279 A <--> 1285 O©OEl GLU 130 B 2.76
110. 4040 cB SER 409 A <> 1150 C€Z ARG 118 B 3.77 172. 3415 cCA ASN 344 a <--> 1285 OEl GLU 130 B 3.54
ﬂ; :g:i gg :E; jgz i ::; ﬂgg 2:1 ﬁg ﬂ‘; 2 i:?]g 173 3416 B ASN 344 A <——> 1285 OEL GLU 130 B 3.42
113, 4031 on? pEE 408 A <% 1154 mm2 ame 118 a 331 174 3417 ce ASN 344 A <--> 1285 OEl GLU 130 B 3.56
114. 4033 cm? PHE 408 A < > 1154 wH? ARG 118 B 338 175. 3419 ND2 ASN 344 A <--> 1285 OE1 GLU 130 B 2.87
115. 4041 0G SER 409 A  <--> 1154 NH2 ARG 118 B 3.13 176. 2790 CZ ARG 279 A <--> 1286 OE2 GLU 130 B 3.21
116. 4060 06 SER 411 A  <--> 1182 CE1l TYR 121 B 2.86 177. 2791 NHL ARG 279 A <--> 1286 OE2 GLU 130 B 2.68
117. 4068 0 SER 412 A <> 1184 CE2 TYR 121 B 3.83 178. 2794 NH2 ARG 279 A <--> 1286 OE2 GLU 130 B 3.06
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179. 3415 CcA ASN 344 A <--> 1286 OE2 GLU 130 B 3.54 240. 4050 oDl ASN 410 A <--> 7564 O MET 775 B 2.97
180. 3403 © GLY 342 A  <--> 1317 CD2 TYR 133 B 3.88 241. 4051 ND2 ASN 410 A <--> 7564 0 MET 775 B 2.81
181. 3408 ©G2 ILE 343 A < > 1317 CD2 TYR 133 B 3.78 242. 4050 oDl ASN 410 A <--> 7559 CB MET 775 B 3.73
182. 4076 cGl VAL 413 A <-—> 1316 CEL TYR 133 B 3.84 243. 4024 o0 GLY 407 A <--> 7560 GG MET 775 B 3.80
183. 3403 © GLY 342 A  <--> 1318 CE2 TYR 133 B 3.08 244. 4024 O GLY 407 A <--> 7561 SD MET 775 B 3.13
184. 3406 ©A TILE 343 A <> 1318 CE2 TYR 133 B 3.24 245. 4027 CA PHE 408 A <--> 7561 SD MET 775 B 3.57
185. 3411 © TILE 343 A  <--> 1318 CE2 TYR 133 B 3.56 246. 4028 CB PHE 408 A <--> 7561 SD MET 775 B 3.81
186. 3412 o IIE 343 A <> 1318 OE2 TYR 133 5 3. 06 247. 4030 CD1l PHE 408 A <--> 7561 SD MET 775 B 3.18
187. 3408 ©G2 ILE 343 A <--> 1318 CE2 TYR 133 B 3.80 248. 4024 ©  GLY 407 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.10
188. 3403 © GLY 342 A  <--> 1319 cz TYR 133 B 3.58 249. 4028 CB PHE 408 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.76
189. 3412 o TIE 343 A  <--> 1319 ©z TYR 133 B 331 250. 4030 CDl PHE 408 A <--> 7562 CE MET 775 B 3.76
100, 3403 o GIY 342 A <> 1420 oOH TYR 133 5 3 30 251. 4016 OG SER 406 a <-> 7571 cCEl TYR 776 B 3.75
191, 3411 ¢ TIE 343 A <> 1420 OH TYR 133 5 379 252. 4115 NH1 ARG 417 A <-> 7571 cEl TYR 776 B 3.08
J02. 3412 o IIE 343 A <--> 1320 OH TYR 133 B > 83 253. 4104 c© ILE 416 a <--> 7573 CE2 TYR 776 B 3.57
193. 3434 O ASN 345 A  <--> 1320 OH TYR 133 B 3.60 254. 4105 o ILE 416 AR <> 7573 CE2 TYR 776 B 3.08
194. 4076 CG1 VAL 413 A <--» 1320 OH TYR 133 B 3.16 255. 4106 N ARG 417 A <--> 7573 CE2 TYR 776 B 3.83
195. 3029 cB PRO 304 A  <--> 7465 CB THR 1765 B 3.5 256. 4108 cA ARG 417 a <--> 7573 CE2 TYR 776 B 3.55
196. 3030 ce PRO 304 A <--> 7465 CB THR 765 B 3.56 257. 4109 CB ARG 417 A <--> 7573 CE2 TIR 776 B 3.84
197. 3030 ce PRO 304 A <--> 7468 CG2 THR 765 B 3.77 258. 4110 CG ARG 417 A <--> 7573 CE2 TIR 776 B 3.55
i198. 3060 o eIy 307 A <—-> 7503 o HIS 769 B 3.63 259. 4016 OG SER 406 a <--> 7574 cz TYR 776 B 3.40
199. 3041 © LEU 305 A <> 7496 ©G HIS 769 B 3.88 260. 4105 O ILE 416 A <--> 7574 CZ TIR 776 B 3.15
200. 3060 © GLY 307 A  <--> 7496 CG HIS 769 B 3.87 261. 4108 Ch ARG 417 A <--> 7574 cz TYR 776 B 3.83
201. 3059 ¢ eLY 307 A <--> 7497 WDl HIS 769 B 3.83 262. 4114 cz ARG 417 A <--> 7574 cz TYR 776 B 3.84
202. 3060 O GLY 307 A <--> 7497 NDl HIS 769 B 2.68 263. 4115 NH1 ARG 417 A <--> 7574 CZ TYR 776 B 2.97
203. 3039 CD2 LEU 305 A <> 7501 CEl HIS 769 B 3.73 264. 4015 CB SER 406 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.88
204. 3060 O @LY 307 A  <—-> 7501 CEl HIS 769 B 3.11 265. 4016 OG SER 406 A <-> 7575 OH TYR 776 B 2.74
205. 3068 c THR 308 A <--> 7501 CEL HIS 769 B 3.78 266. 4104 c ILE 416 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.65
206. 3070 N MET 309 A  <--> 7501 CEl HIS 769 B 3.75 267. 4105 o ILE 416 A <--> 7575 OH TYR 776 B 2.74
207. 3039 cD2 LEU 305 A <--> 7500 NE2? HIS 769 B 3.71 268. 4108 ca ARG 417 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.15
208. 3059 ¢ GLY 307 A <--> 7530 CB ASP 772 B 3.77 269. 4121 c ARG 417 A <--> 7575 OH TYR 776 B 3.73
209. 3060 © GLY 307 A <--> 7530 cB AsP 772 B 3.59 270. 4110 c6 ARG 417 A <> 7575 OH TYR 776 B 3.72
210. 3058 CA GLY 307 A <--> 7531 cc AsP 772 B 3.54 271. 4111 CD ARG 417 A <> 7575 OH TYR 776 B 3.43
211. 3059 € GLY 307 A <> 7531 ce AsP 772 B 3.56 272. 4114 CZ ARG 417 A <--» 7575 OH TYR 776 B 3.71
212. 3060 O @GLY 307 A <—-> 7531 & ASP T72 B 3.88 273. 4115 NHL ARG 417 A <-> 7575 OH TYR 776 B 2.72
213. 4114 c©z ARG 417 A <--> 7531 cc AsP 772 B 3.72 274. 4123 N ALA 418 A <--» 7575 OH TYR 776 B 3.24
214. 4115 KHL ARG 417 A <--> 7531 cc AsP 772 B 3.41 275. 4062 c  SER 411 A <--> 7582 CB ASN 777 B 3.72
215. 4118 NH2 ARG 417 A <--> 7531 ce ASP 772 B 3.09 276. 4064 N  SER 412 A <--> 7582 CB ASN 777 B 3.60
216. 3058 CA GLY 307 A <-—> 7532 0Dl ASP 772 B 3.68 277. 4064 N  SER 412 a  <--> 7583 c& ASN 777 B 3.72
217. 3059 € GLY 307 A <-—> 7532 0Dl ASP 772 B 3.40 278. 4068 0G SER 412 A <> 7583 ce ASN 777 B 3.81
218. 3060 © GLY 307 A <--> 7532 oDl ASP 772 B 3.88 279. 4064 N  SER 412 A <--> 7585 ND2 ASN 777 B 3.53
219. 3061 N TER 308 A <—-> 7532 opl AsP 772 B 3.38 280. 4066 cCA SER 412 A <-> 7585 ND2 ASN 777 B 3.39
220. 3067 ©G2 THR 308 A <--> 7532 oDl ASP 772 B 3.11 281. 4067 CB SER 412 A <--> 7585 ND2 ASN 777 B 3.64
221. 4114 CZ ARG 417 A  <--> 7532 0Dl ASP 772 B 3.34 282. 4068 O SER 412 A <--> 7585 ND2 ASN 777 B 2.78
222. 4115 NH1 ARG 417 A <--> 7532 oDl ASP 772 B 3.23 283. 2775 ND1 HIS 278 A <--> 7593 CcB AsP 778 B 3.84
223, 4118 NH2 ARG 417 A <--> 7532 oDl AsP 772 B 2.72 284. 2779 CEl1 HIS 278 AR <> 7593 CB BASP 778 B 3.55
224. 3058 cA GLY 307 A <--> 7533 oD2 ASP 772 B 3.64 285. 3444 HE22 GLN 346 A <--> 7594 cc AsSP 778 B 3.22
225. 3977 CB MET 403 A <--> 7533 o0D2 ASP 772 B 3.47 286. 2775 HND1 HIS 278 R <--> 7596 o0D2 ASP 778 B 3.72
226. 3978 ©& MET 403 A <--> 7533 oD2 ASP 772 B 3.77 287. 3442 NEZ2 GLN 346 A <--> 7596 oD2 ASP 778 B 3.01
227. 4114 cz ARG 417 A <--> 7533 o0D2 AsSP 772 B 3.24 288. 3443 HE21 GLN 346 A <--> 7596 oD2 ASP 778 B 3.26
228. 4115 NH1 ARG 417 A <--> 7533 oD2 ASP 772 B 2.81 289. 3444 HE22 GLN 346 A <--> 7596 0D2 ASP 778 B 2.10
229. 4118 NH2 ARG 417 A <--> 7533 0D2 ASP 772 B 2.80 290. 3064 CB THR 308 A <--> 7603 ce& LYS 779 B 3.74
230. 3063 CA THR 308 A <> 7540 CG GLN 773 B 3.83 291. 3064 CB THR 308 A <--> 7604 cp LYS 779 B 3.66
231. 3067 CG2 THR 308 a <--> 7540 cCG GLN 773 B 3.74 292. 3065 0OGl1 THR 308 A <--> 7604 cCD LYS 779 B 3.51
232. 3063 cA THR 308 A <> 7542 OEl GLN 773 B 3.47 293. 2761 oD2 ASP 276 A <-> 7605 CE LYs 779 B 3.79
233. 3068 c THR 308 A £--> 7542 OEl BLN 773 B 3.76 294. 2778 NE2 HIS 278 a L——> 7605 CE LYS 779 B 3.65
234. 3064 CB THR 308 A <--> 7542 OEl GLN 773 B 3.60 295. 3064 CB THR 308 A <--> 7605 CE L¥YS 779 B 3.89
235. 3070 N MET 309 A L=-=> 7542 OEl GLN 773 B 3.11 296. 3065 oGl THR 308 a L——> 7605 CE LYS 779 B 3.37
236. 4050 oDl ASN 410 A <--> 7563 c MET 775 B 3.86 297. 3078 O MET 309 A <-> 7605 CE LYs 779 B 3.34
237. 4051 ND2 ASN 410 A <-> 7563 c MET 775 B 3.73 298. 3090 ND2 ASN 311 A <--> 7605 CE LS 779 B 3.74
238. 4055 O ASN 410 A <--> 7564 O MET 775 B 3.31 299. 2759 CG ASP 276 A <--> 7606 Nz LYS 779 B 3.87
239. 4049 cG ASN 410 A <--> 7564 0 MET 775 B 3.03 300. 2761 o0D2 ASP 276 A <--> 7606 Nz LS 779 B 2.67
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301. 2778 NEZ HIS 278 A <--> 7606 Nz LYS 779 B 3.42
302. 2842 ©OH TYR 283 A <--> 7606 NZ L1YS 779 B 2.62
303. 2866 OG SER 285 A <--> 7606 NZ L1YS 779 B 3.36
304. 3064 CB THR 308 A <--> 7606 Wz LYS 779 B 3.69
305. 3065 oGl THR 308 A <--> 7606 Wz LYS 779 B 2.67
306. 3077 c© MET 309 A <--> 7606 Wz LYS 779 B 3.87
307. 3078 o© MET 309 A <--> 7606 Nz LYs 779 B 2.69
308. 3090 ND2 ASN 311 A <--> 7606 Nz LYs 779 B 3.69
309. 4055 o© ASN 410 A <--> 7644 CEl1 TYR 782 B 3.04
310. 4032 CE1 PHE 408 A <--> 7646 CE2 TYR 782 B 3.75
311. 4037 W SER 400 A <--> 7646 CE2 TYR 782 B 3.63
31z. 4039 ca SER 409 A <--> 7646 CE2 TYR 782 B 3.71
313. 4037 N SER 409 A <--> 7647 CZ TYR 782 B 3.55
314. 4039 cCaA SER 409 A <--> 7647 CZ TYR 782 B 3.55
315. 4055 o© ASN 410 A <--> 7647 CZ TYR 782 B 3.31
316. 4037 N SER 409 A <--> 7648 ©H TYR 782 B 2.86
317. 4039 c©A SER 409 A <--> 7648 O©H TYR 782 B 3.23
318. 4043 c© SER 409 A <--> 7648 o©OH TYR 782 B 3.71
319. 4045 N ASN 410 A <--> 7648 O©OH TYR 782 B 3.38
320. 4054 c© ASN 410 A <--> 7648 O©OH TYR 782 B 3.88
321. 4055 o© ASN 410 A <--> 7648 O©OH TYR 782 B 2.90
322. 4050 oDl ASN 410 A <--> 7648 O©OH TYR 782 B 3.12
323. 4032 CEl1 PHE 408 A <--> 7723 CEl1 PHE 789 B 3.81
324. 4004 NH1 ARG 405 A <--> 7875 C GLU 805 B 3.70
325. 4000 c©D ARG 405 A <--> 7876 © GLU 805 B 3.59
326. 4001 NE ARG 405 A <--> 7876 o GLU 805 B 3.37
327. 4003 cz ARG 405 A <--> 7876 o GLU 805 B 2.93
328. 4004 NH1 ARG 405 A <--> 7876 o© GLU 805 B 2.67
329. 4007 NHZ ARG 405 A <--> 7876 © GLU 805 B 3.57
330. 4004 NH1 ARG 405 A <--> 7872 CD @GLU 805 B 2.87
331. 4004 NH1 ARG 405 A <--> 7873 O©El GLU 805 B 2.76
33z2. 2592 c©G2 TLE 259 A <--> 7874 o©OE2 GLU 805 B 3.66
333. 4000 cp ARG 405 A <--> 7874 O©E2 GLU 805 B 3.54
334. 4003 cz ARG 405 A <--> 7874 O©E2 GLU 805 B 3.86
335. 4004 NH1 ARG 405 A <--> 7874 o©E2 GLU 805 B 2.75
336. 4007 NH2Z ARG 405 A <--> 7907 cC GLN 808 B 3.64
337. 2559 OEl GLU 256 A <--> 7808 o© GLN 808 B 3.24
338. 4003 c©zZ ARG 405 A <--> 7808 o© GLN 808 B 3.79
339. 4007 NH2 ARG 405 A <--> 7908 o GLN 808 B 2.68
340. 2559 oOFEl1 GLU 256 A <--> 7911 cA ASN 809 B 3.02
341. 2559 oOFEl1 GLU 256 A <--> 7918 c ASN 809 B 3.54
342, 2539 N GLY 254 A <--> 7912 CB ASN 809 B 3.87
343. 2559 O©OEl GLU 256 A <--> 7912 CB ASN 809 B 3.69
344. 2539 N GLY 254 A <--> 7913 CG ASN 809 B 3.54
345. 2559 OEl1 GLU 256 A <--> 7913 CG ASN 809 B 3.57
346. 2530 CB GLN 253 A <--> 7914 oD1 ASN 809 B 3.58
347. 2535 HE21 GLN 253 A <--> 7914 oD1 ASN 809 B 3.85
348. 2539 N GLY 254 A <--> 7915 NWD2 ASN 809 B 3.32
349. 2542 © GLY 254 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 3.74
350. 2543 o© GLY 254 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 3.67
351. 2551 © ILE 255 A <--> 7915 HND2 ASN 809 B 3.73
352. 2552 ©O ILE 255 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 2.79
353. 2558 C©D GLU 256 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 3.62
354. 2559 OEl1 GLU 256 A <--> 7915 ND2 ASN 809 B 2.83
355. 2558 ©D GLU 256 A <--> 7920 N PHE 810 B 3.46
356. 2559 O©OEl GLU 256 A <--> 7920 N PHE 810 B 3.02
357. 2560 O©OE2 GLU 256 A <--> 7920 N PHE 810 B 3.15
358. 2560 OE2 GLU 256 A <--> 7922 CA PHE 810 B 3.56
359. 2560 OE2 GLU 256 A <--> 7930 cC PHE 810 B 3.82
360. 2560 OE2 GLU 256 A <--> 7923 CB PHE 810 B 3.39
361. 2560 OE2 GLU 256 A <--> 7926 CD2 PHE 810 B 3.70
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362.
363.
364.
365.
366.
367.
368.
369.
370.
371.
372.
373.
374.
375.
376.
377.
378.
379.
380.
381.
382.
383.
384.
385.
3B6.
387.
388.
389.
390.
391.
392.
393.
394.
395.
396.
397.
398.
399.
400.
401.
402.
403.
404.
405.
406.
407.
408.
409.
410.
411.
412.
413.
414.
415.
416.
417.

Number of hydrogen bonds:

Number of non-bonded contacts:

1858
1858
1859
1857
2552
2535
2529
2530
2534
2535
2536
1858
2535
2534
2535
2536
2534
2535
2536
2534
2535
2536
2532
2534
2535
2536
2531
2532
2534
2535
2531
2532
2533
2534
2535
2536
2520
2527
2530
2531
2532
2534
2536
2532
2533
2534
2536
2533
2536
2532
2533
4031
4033
1839
1841
1841

CB
CB
cG
ca

HEZ21
CA
CB
NE2

HEZ21

HE22
CB

HE21
NE2

HE21

HE22
NE2

HEZ21

HE22

HE21
HE22
cD

NE2
HEZ21
HE22

cG
cD

NE2
HEZ21

cG
cD

OEl

NE2
HEZ21
HE22

CB
ce
cD
NE2
HE22
cD
OE1

HE22

TRP
TRP

189 A <--> 7936 cC ALA 811 B 3.86
189 A <--> 7937 o ALA 811 B 3.36
189 A <--> 7937 o ALA 811 B 3.43
189 A <--> 7935 CB ALA 811 B 3.74
255 A <--> 7935 CB ALA 811 B 3.53
253 A <--> 7946 C GLU 812 B 3.08
253 A <--> 7947 o GLU 812 B 3.77
253 A <--> 7947 o GLU 812 B 3.02
253 A <--> 7947 o GLU 812 B 3.24
253 A <--> 7947 o© GLU 812 B 2.24
253 A <--> 7947 o© GLU 812 B 3.82
189 A <--> 7941 CB GLU 812 B 3.63
253 A <--> 7948 N ILE 813 B 3.44
253 A <--> 7950 ca ILE 813 B 3.76
253 A <--> 7950 ca ILE 813 B 3.19
253 a <--> 7950 ca ILE 813 B 3.56
253 A <--> 7951 CB ILE 813 B 3.85
253 A <--> 7951 cCcB ILE 813 B 3.55
253 A <--> 7951 cCcB ILE 813 B 3.33
253 A <--> 7952 cCcG2 ILE 813 B 3.23
253 A <--> 7952 cCcG2 ILE 813 B 3.02
253 A <--> 7952 cCcG2 ILE 813 B 2.79
253 A <--> 7989 CB ASN 816 B 3.85
253 A <--> 7989 CB ASN 816 B 3.35
253 A <--> 7989 CB ASN 816 B 3.03
253 A <--> 7989 CB ASN 816 B 3.75
253 A <--> 7990 cCc AsSN 816 B 3.44
253 A <--> 7990 cCc AsSN 816 B 3.36
253 A <--> 7990 cCcG ASN 816 B 3.42
253 A <--> 7990 cCcG ASN 816 B 3.43
253 A <--> 7991 oDl ASN 816 B 3.69
253 A <--> 7991 ODl ASN 816 B 3.27
253 A <--> 7991 ODl ASN 816 B 3.44
253 A <--> 7991 0Dl ASN 816 B 3.53
253 A <--> 7991 0Dl ASN 816 B 3.86
253 A <--> 7991 oDl ASN 816 B 3.84
251 A <--> 7992 ND2 ASN 816 B 2.82
253 A <--> 7992 ND2 ASN 816 B 3.54
253 A <--> 7992 ND2 ASN 816 B 3.84
253 A <--> 7992 ND2 ASN 816 B 3.39
253 A <--> 7992 ND2 ASN 816 B 3.87
253 A <--> 8004 cCD2 TYR 817 B 3.87
253 A <--> 8004 cCDp2 TYR 817 B 3.18
253 A <--> 8005 CE2 TYR 817 B 3.54
253 A <--> 8005 CE2 TYR 817 B 3.13
253 A <--> 8005 CE2 TYR 817 B 3.25
253 A <--> 8005 CE2 TYR 817 B 2.56
253 A <--> 8006 cCZ TYR 817 B 3.35
253 A <--> 8006 cz TYR 817 B 3.70
253 A <--> 8007 ©OE TYR 817 B 3.87
253 A <--> 8007 ©OE TYR 817 B 2.80
408 A <--> 8007 OH TYR 817 B 3.21
408 A <--> 8007 OH TYR 817 B 3.18
187 A <--> 8342 CB VAL 852 B 3.86
187 A <--> 8342 CB VAL 852 B 3.57
187 A <--> 8343 CGl VAL 852 B 3.70
43
417
-
Caseina 209¢

Extrato de levedura

Acucar branco

Acido ascorbico
Solucgéo vitaminica
Sais de Wesson
Colesterol
Benzoato de sddio
Ampicilina
Nistatina

Cloreto de colina (50%)

Agua

109
60 g
109
11 mL
7549
300 mg
300 mg
80 mg
800.000 UI
2mL
800 mL

Anexo XI1. Composicdo da dieta liquida de T. I. licus.

223



Anexo XII1. Meio Osmotico (Quantidade suficiente para 1 litro)

Meio MS +

Acido citrico 50 mg/L
2,4D 3 mg/L
Cinetina 0,1 mg/L

0,2 M de Sorbitol

0,2 M de Manitol
Phytagel 2,3 g/L

Anexo XIV. Meio MRP (Quantidade suficiente para 1 litro)

Meio MS +

ANA 3,72 mg/L

BAP 0,45 mg/L

Glufosinato de amonio 1,5mg/L

Phytagel 2,3 g/L
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Anexo XV. Sequéncias utilizadas para transformacéo de cana-de-acUcar.

CHSB Construct (chitin synthase)

>SfiA
ggccattacggcc
>Kpnl

Ggtacc
>0OsActl

CATTCATATGCTTGAGAAGAGAGTCGGGATAGTCCAAAATAAAACAAAGGTAAGATTACCTGGTCAAAAGTGAAA
ACATCAGTTAAAAGGTGGTATAAGTAAAATATCGGTAATAAAAGGTGGCCCAAAGTGAAATTTACTCTTTTCTAC
TATTATAAAAATTGAGGATGTTTTGTCGGTACTTTGATACGTCATTTTTGTATGAATTGGTTTTTAAGTTTATTC
GCGATTTGGAAATGCATATCTGTATTTGAGTCGGTTTTTAAGTTCGTTGCTTTTGTAAATACAGAGGGATTTGTA
TAAGAAATATCTTTAAAAAACCCATATGCTAATTTGACATAATTTTTGAGAAAAATATATATTCAGGCGAATTCC
ACAATGAACAATAATAAGATTAAAATAGCTTGCCCCCGTTGCAGCGATGGGTATTTTTTCTAGTAAAATAAAAGA
TAAACTTAGACTCAAAACATTTACAAAAACAACCCCTAAAGTCCTAAAGCCCAAAGTGCTATGCACGATCCATAG
CAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAGCCAACTGGCAAATAGTCTCCACCCCCGGCAC
TATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGTCTCGCAGCCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGA
AAAACAGCAGGTGGGTCCGGGTCGTGGGGGCCGGAAAAGCGAGGAGGATCGCGAGCAGCGACGAGGCCCGGLCCCT
CCCTCCGCTTCCAAAGAAACGCCCCCCATCGCCACTATATACATACCCCCCCCTCTCCTCCCATCCCCCCAACCC
TACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCCCCCTCGCTGCCGGACGACGAGCTCCTCCCCCCTCCCCCTCCGCCGC
CGCCGGTAACCACCCCGCCCCTCTCCTCTTTCTTTCTCCGTTTTTTTTTTCGTCTCGGTCTCGATCTTTGGCCTT
GGTAGTTTGGGTGGGCGAGAGCGGCTTCGTCGCCCAGATCGGTGCGCGGGAGGGGCGGGATCTCGCGGCTGGCGT
CTCCGGGCGTGAGTCGGCCCGGATCCTCGCGGGGAATGGGGCTCTCGGATGTAGATCTGCGATCCGCCGTTGTTG
GGGGAGATGATGGGGGGTTTAAAATTTCCGCCATGCTAAACAAGATCAGGAAGAGGGGAAAAGGGCACTATGGTT
TATATTTTTATATATTTCTGCTGCTTCGTCAGGCTTAGATGTGCTAGATCTTCTTTCTTTCTTCTTTTTGTGGTA
GAATTTGAATCCCTCAGCATTGTTCATCGGTAGTTTTTCTTTTCATGATTTGTGACAAATGCAGCCTCGTGCGGA
GCTTTTTTGTAGGCGCGGGGC

>Ncol

ccatgg
>EcoRV
gatatc

>CH2150For

>RGA2
GTATGGATAGTGTATCTTCATACTGCATTTGTTTAATTTGAAAATGGTTATCTAGTTGCCTAACAAAATATAGCT
GGGATACCTTATAACACATGTGCAGGTGACATGGAAAAAAATGCCTATTTTTCTATGCACTAACTATTCATCATG
TGACATACTTCCCCAAAAAACTAAATAAGCCAAATTTTCCAGCTTCCGAGTCCTGAAAAAGAGTAGTGTACCTGA
TACAATTTATAGAGTTTTTTTTTTCGAAAAGAAGGGATAGCCCTCATAGATAGAGTACTAACTAAAAGTCTACTT
TTACCAATTTCAGGTTTTTGA
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>CH2150RevComp
CGAGGAGGTAAGTGTTTTCTGCTATCACCTCCTTACGGTCCACAGATATTGGTAGGTCCAT TAACCGGTGGCCCA
GGAAGTAATACATATACATTACCTGAGACCATCGTTTTCTGTGTCTTATTTTCGCCTTGTCCTTCARATGGCAGA
>EcoRV

gatatc

>PstI

ctgcag

>T35s
AAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCC
CAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGT
ATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTG

>Xhol

Ctcgag

>SfiB

ggccgcctecggcec

Gerei uma mutac&o no intron RGA2 para desconfigurar um sitio de EcoRV
(GATATC), trocando para GATACC, em amarelo.
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V-ATPase Construct

>SfiA
ggccattacggcc
>KpnlI

Ggtacc
>0sActl

CATTCATATGCTTGAGAAGAGAGTCGGGATAGTCCAAAATAAAACAAAGGTAAGATTACCTGGTCAAAAGTGAAA
ACATCAGTTAAAAGGTGGTATAAGTAAAATATCGGTAATAAAAGGTGGCCCAAAGTGAAATTTACTCTTTTCTAC
TATTATAAAAATTGAGGATGTTTTGTCGGTACTTTGATACGTCATTTTTGTATGAATTGGTTTTTAAGTTTATTC
GCGATTTGGAAATGCATATCTGTATTTGAGTCGGTTTTTAAGTTCGTTGCTTTTGTAAATACAGAGGGATTTGTA
TAAGAAATATCTTTAAAAAACCCATATGCTAATTTGACATAATTTTTGAGAAAAATATATATTCAGGCGAATTCC
ACAATGAACAATAATAAGATTAAAATAGCTTGCCCCCGTTGCAGCGATGGGTATTTTTTCTAGTAAAATAAAAGA
TAAACTTAGACTCAAAACATTTACAAAAACAACCCCTAAAGTCCTAAAGCCCAAAGTGCTATGCACGATCCATAG
CAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAGCCAACTGGCAAATAGTCTCCACCCCCGGCAC
TATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGTCTCGCAGCCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGA
AAAACAGCAGGTGGGTCCGGGTCGTGGGGGCCGGAAAAGCGAGGAGGATCGCGAGCAGCGACGAGGCCCGGCCCT
CCCTCCGCTTCCAAAGAAACGCCCCCCATCGCCACTATATACATACCCCCCCCTCTCCTCCCATCCCCCCAACCC
TACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCCCCCTCGCTGCCGGACGACGAGCTCCTCCCCCCTCCCCCTCCGLLG
CGCCGGTAACCACCCCGCCCCTCTCCTCTTTCTTTCTCCGTTTTTTTTTTCGTCTCGGTCTCGATCTTTGGCCTT
GGTAGTTTGGGTGGGCGAGAGCGGCTTCGTCGCCCAGATCGGTGCGCGGGAGGGGCGGGATCTCGCGGCTGGCGT
CTCCGGGCGTGAGTCGGCCCGGATCCTCGCGGGGAATGGGGCTCTCGGATGTAGATCTGCGATCCGCCGTTGTTG
GGGGAGATGATGGGGGGTTTAAAATTTCCGCCATGCTAAACAAGATCAGGAAGAGGGGAAAAGGGCACTATGGTT
TATATTTTTATATATTTCTGCTGCTTCGTCAGGCTTAGATGTGCTAGATCTTCTTTCTTTCTTCTTTTTGTGGTA
GAATTTGAATCCCTCAGCATTGTTCATCGGTAGTTTTTCTTTTCATGATTTGTGACAAATGCAGCCTCGTGCGGA
GCTTTTTTGTAGGCGCGGGGC

>Ncol
ccatgg
>EcoRV

gatatc

>vATPasel50For

>RGA2
GTATGGATAGTGTATCTTCATACTGCATTTGTTTAATTTGAAAATGGTTATCTAGTTGCCTAACAAAATATAGCT
GGGATACCTTATAACACATGTGCAGGTGACATGGAAAAAAATGCCTATTTTTCTATGCACTAACTATTCATCATG
TGACATACTTCCCCAAAAAACTAAATAAGCCAAATTTTCCAGCTTCCGAGTCCTGAAAAAGAGTAGTGTACCTGA
TACAATTTATAGAGTTTTTTTTTTCGAAAAGAAGGGATAGCCCTCATAGATAGAGTACTAACTAAAAGTCTACTT
TTACCAATTTCAGGTTTTTGA

>vATPasel50RevComp
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AATAATATAATCATAACAACTAATTAACTGACGTAACGAATCGCACGCTAGAACCGATCAACATTTTGAARAAAT
CCTAAAATATCTCAAACGAGGACCACCTATTTACAATGTACATGGTGTTTCACACACAATTCTAGCGTGCAATAG
>EcoRV

gatatc

>PstI

ctgcag

>T35s
AAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCC

CAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGT
ATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTG

>Xhol

Ctcgag

>SfiB
ggccgcctcecggece

Gerei uma mutacdo no intron RGA2 para desconfigurar um sitio de EcoRV
(GATATC), trocando para GATACC, em amarelo.
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CHSB-V-ATPase Construct

>SfiA
ggccattacggcc
>KpnlI

Ggtacc
>0sActl

CATTCATATGCTTGAGAAGAGAGTCGGGATAGTCCAAAATAAAACAAAGGTAAGATTACCTGGTCAAAAGTGAAA
ACATCAGTTAAAAGGTGGTATAAGTAAAATATCGGTAATAAAAGGTGGCCCAAAGTGAAATTTACTCTTTTCTAC
TATTATAAAAATTGAGGATGTTTTGTCGGTACTTTGATACGTCATTTTTGTATGAATTGGTTTTTAAGTTTATTC
GCGATTTGGAAATGCATATCTGTATTTGAGTCGGTTTTTAAGTTCGTTGCTTTTGTAAATACAGAGGGATTTGTA
TAAGAAATATCTTTAAAAAACCCATATGCTAATTTGACATAATTTTTGAGAAAAATATATATTCAGGCGAATTCC
ACAATGAACAATAATAAGATTAAAATAGCTTGCCCCCGTTGCAGCGATGGGTATTTTTTCTAGTAAAATAAAAGA
TAAACTTAGACTCAAAACATTTACAAAAACAACCCCTAAAGTCCTAAAGCCCAAAGTGCTATGCACGATCCATAG
CAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAGCCAACTGGCAAATAGTCTCCACCCCCGGCAC
TATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGTCTCGCAGCCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGA
AAAACAGCAGGTGGGTCCGGGTCGTGGGGGCCGGAAAAGCGAGGAGGATCGCGAGCAGCGACGAGGCCCGGCCCT
CCCTCCGCTTCCAAAGAAACGCCCCCCATCGCCACTATATACATACCCCCCCCTCTCCTCCCATCCCCCCAACCC
TACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCCCCCTCGCTGCCGGACGACGAGCTCCTCCCCCCTCCCCCTCCGLLG
CGCCGGTAACCACCCCGCCCCTCTCCTCTTTCTTTCTCCGTTTTTTTTTTCGTCTCGGTCTCGATCTTTGGCCTT
GGTAGTTTGGGTGGGCGAGAGCGGCTTCGTCGCCCAGATCGGTGCGCGGGAGGGGCGGGATCTCGCGGCTGGCGT
CTCCGGGCGTGAGTCGGCCCGGATCCTCGCGGGGAATGGGGCTCTCGGATGTAGATCTGCGATCCGCCGTTGTTG
GGGGAGATGATGGGGGGTTTAAAATTTCCGCCATGCTAAACAAGATCAGGAAGAGGGGAAAAGGGCACTATGGTT
TATATTTTTATATATTTCTGCTGCTTCGTCAGGCTTAGATGTGCTAGATCTTCTTTCTTTCTTCTTTTTGTGGTA
GAATTTGAATCCCTCAGCATTGTTCATCGGTAGTTTTTCTTTTCATGATTTGTGACAAATGCAGCCTCGTGCGGA
GCTTTTTTGTAGGCGCGGGGC

>Ncol
ccatgg
>ECcoRV

gatatc

>CHS-vATPasel50For

>RGA2
GTATGGATAGTGTATCTTCATACTGCATTTGTTTAATTTGAAAATGGTTATCTAGTTGCCTAACAAAATATAGCT
GGGATACCTTATAACACATGTGCAGGTGACATGGAAAAAAATGCCTATTTTTCTATGCACTAACTATTCATCATG
TGACATACTTCCCCAAAAAACTAAATAAGCCAAATTTTCCAGCTTCCGAGTCCTGAAAAAGAGTAGTGTACCTGA
TACAATTTATAGAGTTTTTTTTTTCGAAAAGAAGGGATAGCCCTCATAGATAGAGTACTAACTAAAAGTCTACTT
TTACCAATTTCAGGTTTTTGA

>CHSB-V-ATPasel50RevComp
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ctgcag
>T35s
AAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCC

CAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGT
ATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTG

ggccgcecteggec

Gerei uma mutac&o no intron RGA2 para desconfigurar um sitio de EcoRV
(GATATC), trocando para GATACC, em amarelo.
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Cry2Aa Construct
>SfiA
ggccattacggcce
>KpnlI

Ggtacc

>0sActl

CATTCATATGCTTGAGAAGAGAGTCGGGATAGTCCAAAATAAAACAAAGGTAAGATTACCTGGTCAAAAGTGAAA
ACATCAGTTAAAAGGTGGTATAAGTAAAATATCGGTAATAAAAGGTGGCCCAAAGTGAAATTTACTCTTTTCTAC
TATTATAAAAATTGAGGATGTTTTGTCGGTACTTTGATACGTCATTTTTGTATGAATTGGTTTTTAAGTTTATTC
GCGATTTGGAAATGCATATCTGTATTTGAGTCGGTTTTTAAGTTCGTTGCTTTTGTAAATACAGAGGGATTTGTA
TAAGAAATATCTTTAAAAAACCCATATGCTAATTTGACATAATTTTTGAGAAAAATATATATTCAGGCGAATTCC
ACAATGAACAATAATAAGATTAAAATAGCTTGCCCCCGTTGCAGCGATGGGTATTTTTTCTAGTAAAATAAAAGA
TAAACTTAGACTCAAAACATTTACAAAAACAACCCCTAAAGTCCTAAAGCCCAAAGTGCTATGCACGATCCATAG
CAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAGCCAACTGGCAAATAGTCTCCACCCCCGGCAC
TATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGTCTCGCAGCCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGA
AAAACAGCAGGTGGGTCCGGGTCGTGGGGGCCGGAAAAGCGAGGAGGATCGCGAGCAGCGACGAGGCCCGGCCCT
CCCTCCGCTTCCAAAGAAACGCCCCCCATCGCCACTATATACATACCCCCCCCTCTCCTCCCATCCCCCCAACCC
TACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCCCCCTCGCTGCCGGACGACGAGCTCCTCCCCCCTCCCCCTCCGLLGL
CGCCGGTAACCACCCCGCCCCTCTCCTCTTTCTTTCTCCGTTTTTTTTTTCGTCTCGGTCTCGATCTTTGGCCTT
GGTAGTTTGGGTGGGCGAGAGCGGCTTCGTCGCCCAGATCGGTGCGCGGGAGGGGCGGGATCTCGCGGCTGGCGT
CTCCGGGCGTGAGTCGGCCCGGATCCTCGCGGGGAATGGGGCTCTCGGATGTAGATCTGCGATCCGCCGTTGTTG
GGGGAGATGATGGGGGGTTTAAAATTTCCGCCATGCTAAACAAGATCAGGAAGAGGGGAAAAGGGCACTATGGTT
TATATTTTTATATATTTCTGCTGCTTCGTCAGGCTTAGATGTGCTAGATCTTCTTTCTTTCTTCTTTTTGTGGTA
GAATTTGAATCCCTCAGCATTGTTCATCGGTAGTTTTTCTTTTCATGATTTGTGACAAATGCAGCCTCGTGCGGA
GCTTTTTTGTAGGCGCGGGGC

>Ncol
ccatgg

>Cry2A
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>PstlI

ctgcag

>T35s
AAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCC
CAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGT
ATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTG

>Xhol

Ctcgag

>SfiB

ggccgcctecggcec

Em roxo, Kozac (ATG)modificado (gCgATGG)+ 2nts para manter a fase de

leitura. No final de Cry2A, sitio de terminacdo da traducdo. Sequencia de

Cry2A fornecida por Edilson.
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