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RESUMO

As toxinas Cry de Bacillus thuringiensis apresentam atividade inseticida e
alto grau de especificidade a certos grupos de insetos, sendo in6cuas para
vertebrados. Estas caracteristicas vém sendo utilizadas no desenvolvimento de
plantas geneticamente modificadas para o controle de pragas. O inseto-praga de
maior importadncia na cotonicultura brasileira é o bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis), inseto de habitos larvais endofiticos, e, por isso, de dificil
controle. O objetivo deste trabalho foi identificar os provaveis receptores deste
inseto para toxinas Cry. O gene para a toxina Cry8Ka1 foi clonado e um mutante
com alta toxicidade foi obtido pelas técnicas de DNA Shuffling e Phage Display.
Este mutante, Cry8Ka5, foi utilizado para identificacdo dos receptores.
Experimentos de ligagao realizados apos SDS-PAGE indicam que as toxinas
Cry1Ac, Cry8Ka1 e Cry8Ka5 marcadas com biotina sdo capazes de ligagao as
mesmas proteinas presentes no epitélio intestinal do inseto. Destas, uma HSP70
cognate e uma V-ATPase, foram identificadas via sequenciamento de novo,
enquanto um ligante de ~120kDa n&o pdde ser identificado. Cinco spots capazes
de reconhecimento pela Cry8Ka5 foram identificados em 2DE, demonstrando
capacidade de ligacdo a diferentes isoformas ou a proteinas apresentando
modificagdes pds-translacionais. Como Cry1Ac néo é toxica para A. grandis e é
capaz de ligacdo as mesmas proteinas, um bioensaio foi conduzido com o
objetivo de validar o papel funcional dos ligantes. Foram feitos quatro tratamentos:
1) Controle negativo (H,0); 2) Cry1Ac; 3) Cry8Ka5; 4) Cry8Ka5+Cry1Ac. Apenas
o tratamento 3 diferiu estatisticamente dos demais, indicando que a ligacéo de

Cry1Ac a estas proteinas bloqueia 0 mecanismo de acao de Cry8Kab.
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ABSTRACT

The Cry toxins from Bacillus thuringiensis display insecticidal activity and
are highly specific to certain groups of insects, being harmless to vertebrates.
These characteristics have been used to the development of genetically modified
plants to control economically important insect-pests. The insect pest of major
importance in the Brazilian cotton culture is the cotton boll weevil (Anthonomus
grandis), insect of endophytic larval habits, and therefore difficult to control. The
aim of this work was to identify putative receptors of this insect to Cry toxins. A
gene for Cry8Ka1 toxin was cloned and a mutant with high toxicity against A.
grandis was obtained by DNA Shuffling and Phage Display techniques. This
mutant, called Cry8Ka5, was used to identify the receptors. Ligand blot
experiments performed after SDS-PAGE indicated that biotin-labeled Cry1Ac toxin
(not toxic to A. grandis), Cry8Ka5 and Cry8Ka1 are able to recognize the same
proteins from the midgut of A. grandis. Two of them, a HSP70 cognate and a V-
ATPase were identified by de novo sequencing, whereas a ~120kDa protein was
not identified. The characterization of these proteins via two-dimensional gel
electrophoresis revealed the presence of five spots capable of binding to Cry8Ka5,
demonstrating its ability to recognize different isoforms or showing post-
translational modifications. As Cry1Ac is not toxic to A. grandis and is able to bind
to the same proteins, a bioassay was conducted to evaluate the functional role of
the ligands. Four treatments were conducted: 1) negative control (H20); 2)
Cry1Ac, 3) Cry8Kab 4) Cry8Ka5 + Cry1Ac. Only treatment 3 presented statistical
difference, indicating that the Cry1Ac binding to these proteins blocks Cry8Kab

mechanism of action.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior pais em area disponivel para expansao agricola, com
cerca de 328 milhdes de hectares (SALOMAO & SEIBEL, 2005), estando entre os
trés maiores importadores de inseticidas no mundo (HASENCLEVER &
ANTUNES, 2008). O uso da biotecnologia para contornar os gastos e os impactos
causados pelo uso destes defensivos quimicos é crescente, assim como a aposta

de grupos internacionais em sementes geneticamente modificadas (GM).

Diferentes genes que codificam produtos com atividade inseticida ja foram
inseridos em plantas, como inibidores de enzimas hidroliticas digestivas, lectinas,
quitinases, entre outros (CARLINI & GROSSI DE SA, 2002). Entretanto, a
utilizacado de plantas expressando toxinas Cry provenientes da bactéria Bacillus
thuringiensis € a mais amplamente difundida no controle de insetos-praga
(GROSSI DE SA & ROMANO, 2003). Atualmente, a praga de maior importancia
na cotonicultura brasileira € o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis). O
controle quimico deste inseto é dificultado pelos habitos endofiticos das larvas.
Desta forma, a utilizacdo de plantas transgénicas expressando toxinas Cry
constitui uma alternativa viavel. A elucidacédo do mecanismo de acao e dos fatores
envolvidos na toxicidade é vital para o melhoramento destas moléculas, bem
como no uso racional desta tecnologia, de forma a evitar o desenvolvimento de

resisténcia.
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1.1 Cotonicultura

O algodoeiro (Gossypium spp.) € uma das principais plantas utilizadas para
a producgao de fibras naturais no mundo, constituindo uma das cadeias produtivas
mais importantes do Brasil. A cotonicultura esta classificada entre as dez
principais praticas agricolas do Pais, sendo que a maior produgdo ocorre na
regidao Centro Oeste, especialmente em Goidas e Mato Grosso (representando
50% da éarea plantada e 70% da produgao nacional) (CONAB, 2006). Atualmente,
o Brasil € o quinto maior produtor mundial, sendo que em 2007, 3,85 milhdes de
toneladas foram produzidas em 1,1 milhdo de hectares, com produtividade de

3,475 Kg/ha (IBGE, 2008).

Atualmente, a cultura esta sofrendo um declinio em area plantada e
producao. Segundo a CONAB (2008), espera-se que o Pais colha entre 1,3649 e
1,428 milhdo de toneladas de algodao em pluma na safra 2008/2009, uma
reducéo entre 10,9 e 14,8% em relacdo a safra passada (1,6022 milhdo de
toneladas). No ano de 2009, esta prevista uma redugédo de até 19,7% da area
plantada no Centro Oeste (responsavel por 59% da produgao nacional de algodao
em pluma) e em outros importantes Estados produtores, como Minas Gerais e
Sao Paulo, embora em menor escala. Esta redugao deve-se a concorréncia com
a soja, que possui cotagdes mais positivas no momento e, principalmente, a alta
nos precgos dos insumos (CONAB, 2008). Dentre estes, os agentes de controle de
insetos merecem destaque, podendo custar até 25% do custo da produgao

(GALLO et al., 2002).
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Pelo menos trinta espécies de insetos e trés espécies de acaros séo
citadas na literatura como pragas do algodoeiro. GONDIM et al. (2001) descrevem
que, dentre as pragas da parte aérea do algodao, destacam-se os pulgdes Aphis
gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) e Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae), além de trips, como pragas da fase inicial devido aos danos diretos e
como vetores da doenca azul e de outras viroses. Durante a fase vegetativa e o
inicio da fase reprodutiva, lepidopteros desfolhadores como o curuqueré do
algodao Alabama argillacea Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta do
cartucho do milho Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) séo as
principais pragas. Ja durante a fase reprodutiva, o bicudo do algodoeiro
Anthonomus grandis Boehman (Coleoptera: Curculionidae), a lagarta da maca
Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta rosada
Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) sdo as pragas
dominantes, merecendo a maior atencdo por parte dos produtores para o seu
controle. Assim, ha uma demanda por formas menos onerosas para controle de

insetos-praga, mais eficientes e que causem menores danos ao meio-ambiente.

Desde o inicio da década de 90, a biotecnologia permite a geracdo de
plantas geneticamente modificadas expressando altos niveis de resisténcia
especifica a pragas primarias em diversas culturas (PERLAK et al., 1993). Até o
momento, varias toxinas Bt expressas em culturas transgénicas foram
selecionadas para controle de lepiddpteros e coledpteros, possuindo toxicidade
limitada sobre outras ordens de insetos (BERNAL et al., 2002). Uma das
vantagens da adogédo de plantas transgénicas € a elevada redugdo no uso de

pesticidas quimicos, provendo beneficios a saude humana e ao meio-ambiente
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(SHELTON et al., 2002). CATANNEO et al. (2006) relatam menor aplicacdo de
inseticidas de amplo espectro em campos de algodao Bt expressando a toxina
Cry1Ac, e maior produgao de fibras nos EUA. MEN et al. (2003) observaram
menor diversidade de pragas e outros artrépodes em campos de algodao Bt
(Delta & Pine NuCOTN 33B, expressando Cry1Ac) aliado ao uso de pesticidas em
relagdo a plantios convencionais na China. Isso devido, principalmente, a forte
pressao de selegado da toxina expressa na planta, aliado ao uso de agroquimicos
de amplo espectro. Assim, uma menor diversidade de pragas contribuiu para um
decréscimo em populagdes de inimigos naturais, devido a fatores como
mortalidade e migragdo. Efeitos minimos sao relatados na utilizagdo da mesma
variedade GM sobre comunidades de inimigos naturais em relagdo aos danos
causados por inseticidas de amplo espectro (NARANJO, 2005). Isso porque a
efetividade da variedade no controle de pragas primarias do algoddo nos EUA
diminuiu a necessidade das inumeras aplicacbes de defensivos agricolas. Na
China, o plantio de algodao expressando a toxina Cry1Ac para controle de
Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) diminuiu a ocorréncia

desta praga em outras plantagdes, como milho e amendoim (WU et al., 2008).

Em outras culturas, como a do milho Bt e da soja transgénica, o efeito
sobre insetos n&o-alvo nao é significativo (JASINSKI et al., 2003). Dessa forma,
pragas nao suscetiveis aos produtos dos transgenes e de importancia secundaria
podem se alimentar em culturas GM, e com uso reduzido de pesticidas essas
populagdes podem ser naturalmente reguladas por predadores e parasitdides

(ASHOURI et al., 2001).
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Em marco de 2005, a CTNBio aprovou o cultivo e a comercializagao do
algodoeiro geneticamente modificado para resisténcia a insetos Bollgard I®,
contendo a proteina Cry1Ac. O evento tem resisténcia a alguns dos principais
insetos-praga da ordem Lepidoptera que afetam a cultura do algodao no Brasil,
como o0 curuqueré-do-algoddao (Alabama argillacea), a lagarta-rosada
(Pectinophora gossypiella) e a lagarta-da-maca (Heliothis virescens), embora nao
possua efeitos sobre outros insetos-praga, como A. grandis. Atualmente, o Brasil
€ o terceiro em maior area plantada com transgénicos, sendo que no mundo
plantas GM expressando resisténcia contra insetos ou dupla resisténcia (contra
insetos e herbicidas) respondem por cerca de 30% de area plantada com

transgénicos, sendo o algodoeiro o terceiro mais cultivado (JAMES, 2007).

1.1.1 Anthonomus grandis Boheman, 1843

O bicudo do algodoeiro A. grandis (Coleoptera: Curculionidae) é
considerado a maior praga da cotonicultura no continente americano, provocando
queda de botdes florais e redugao na qualidade das fibras. Originario da América
Central, o inseto foi registrado nos Estados Unidos da América pela primeira vez
em 1892, infestando toda a area sudeste do pais em menos de 30 anos.
Posteriormente, o bicudo do algodoeiro disseminou-se para a Venezuela em 1949
e Colédmbia, em 1950. O Brasil foi o ultimo pais americano a registrar a ocorréncia
desse inseto, em fevereiro de 1983, na regido de Santa Barbara do Oeste, Séo

Paulo (LOZADA et al.,, 1987). Em 1985, o bicudo do algodoeiro ja havia se
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dispersado por cerca de 350 mil hectares de algodao, nos Estados de Sao Paulo,

Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.

O ciclo de vida do bicudo do algodoeiro € relativamente curto. O processo
de infestagdo tem inicio quando os botdes florais do algodéo atingem cerca de 6
mm de didmetro. Os ovos sao elipticos e opacos, medem cerca de 1 mm e séo
ovipositados individualmente no interior de botdes florais e macés, atingindo um
total de até 300 por fémea (LEONARD et al.,1999). As larvas sé&o
curculioniformes, eclodindo entre trés a cinco dias apds a oviposicao,
alimentando-se por sete a 12 dias no interior de botdes florais e macgas, até o
estadio de pupa. Apdés a emergéncia, os adultos alimentam-se por trés a sete

dias, até copularem e produzirem mais ovos, reiniciando o ciclo (Figura 1).

Considerando que os adultos alimentam-se inserindo seu aparelho bucal
em partes abaixo da superficie da planta, e que todo o desenvolvimento do inseto
€ endofitico, o bicudo do algodoeiro é considerado um dos insetos-praga de mais
dificil controle (METCALF & METCALF, 1993). Entre as estratégias empregadas,
destaca-se a utilizagado de inseticidas quimicos, chegando a 17 aplicagcbes em um
ciclo de cultivo (OLIVEIRA et al., 2008), causando danos ao meio-ambiente e
aumentando os custos de produgdo. A utilizagdo de plantas de ciclo curto e
agentes de controle biolégico, como fungos entomopatogénicos (SILVA, 2001) e
parasitéides (ARAUJO & AZEVEDO, 1997) ainda é incipiente, embora possuam
potencial como alternativa ao controle quimico. Neste cenario, a utilizagcdo de
plantas transgénicas expressando genes de resisténcia a insetos apresenta
algumas vantagens, como reducado de aplicagdes, tanto de agentes de controle

quimico como bioldgico, além de resisténcia durante todo o ciclo de produgao.
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Ovos

Figura 1:

Ciclo de vida do bicudo do algodoeiro. Os ovos sao individualmente
depositados no interior de botdes florais ou de macas. Apos a ecloséo,
as larvas desenvolvem-se no interior da planta, até o estadio de pupa.
Os adultos podem acasalar e ovipositar em apenas quatro dias apds a
emergéncia. (imagem adaptda de
http://www.indea.mt.gov.br/html/internas.php?codigoPagina=62 acesso
em 01/01/2009).
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1.2 Bacillus thuringiensis Berliner

O Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria de solo, anaerdbica facultativa,
Gram-positiva e flagelada. As células medem entre 1 a 1,2 ym de largurae 3 a 5
um de comprimento, capazes de produzir um esporo por célula. Estes esporos
sdo resistentes ao calor, dessecacao e substancias desinfetantes (RABINOVITCH
et al., 2000), podendo permanecer no ambiente por longos periodos (SLEPECKY
& LEADBETTER, 1983). Durante a etapa de esporulagéo, o Bt produz inclusdes
cristalinas protéicas contendo uma ou varias toxinas Cry (BENINTENDE &
MARQUEZ, 1996), que possuem atividade inseticida. Estas inclusbes se
distinguem como cristais de formas definidas em microscopio de contraste de
fases, e o diferenciam de outras espécies da familia Bacillaceae (Figura 2). Além
das d&-endotoxinas, que incluem as toxinas Cry e Cyt, o B. thuringiensis pode
produzir outros fatores de entomotoxicidade, como a-exotoxinas, (B-exotoxinas,
hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e toxinas Vip (HANSEN E SALAMITOU,

2000), atuando ou ndo em sinergia com as toxinas Cry.

As toxinas Cry contidas nesses cristais compreendem pelo menos 50
subgrupos, com mais de 200 membros (BRAVO et al., 2005). Uma ou mais
toxinas Cry podem estar contidas em um cristal protéico, os quais possuem
formas variadas, podendo ser bipiramidais, esféricos, cubdides, romboidais,
retangulares ou irregulares (MAAGD et al., 2003). Classicamente, as cepas de Bt
sdo caracterizadas conforme a sorologia flagelar e as toxinas Cry produzidas

(LECADET et al. 1999).
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Figura 2: Microscopia de contraste de fase demonstrando os esporos (campo
claro) e os cristais de Bacillus thuringiensis. (imagem adaptada de
http://www.biology.ed.ac.uk/research/groups/jdeacon/microbes/bt.htm
acesso em 04/01/2009)

Formulagdes microbianas contendo 6-endotoxinas de Bacillus thuringiensis
tém sido utilizadas como uma alternativa a métodos convencionais de controle
quimico por quase 60 anos (ROMEIS et al., 2006), principalmente contra insetos

da ordem Lepidoptera.

Adicionalmente, B. thuringiensis sor. israelensis tem sido utilizado com
sucesso no controle de mosquitos e borrachudos na Africa e em diversos paises,
como Alemanha, China, Peru, Indonésia, Equador e Brasil (RABINOVITCH et al.,
2000). A relativa popularidade da utilizagao de B. thuringiensis como agente de
controle biolégico advém de sua inocuidade a plantas e vertebrados, efeito ndo
poluente ao meio ambiente e alta especificidade a insetos suscetiveis
(WHITELEY & SCHNEPF, 1986). Entretanto, as formulagbes a base de Bt

possuem algumas limitagdes, como dificuldade de acesso a pragas que se
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alimentam no interior das plantas, baixa persisténcia no campo e acéo letal lenta

em relagao aos inseticidas quimicos.

Uma forma de contornar estes problemas ¢é utilizar plantas GM
expressando toxinas Cry. Até o momento, as toxinas Bt expressas em culturas
transgénicas (Cry3A e varios tipos de Cry1) foram selecionadas para controle de
lepidopteros e coledpteros, possuindo toxicidade limitada sobre outras ordens de
insetos (BERNAL et al., 2002). Desde o final da ultima década, algodao, soja,
milho, batata, arroz e outras importantes culturas estdo sendo geneticamente
modificadas para aumentar a resisténcia contra herbivoria de insetos (BELL et al.,

1999).

1.2.1 Toxinas Cry

As toxinas Cry, assim como as estirpes de Bt que as produzem,
apresentam um espectro muito restrito de toxicidade, afetando poucas espécies
dentro de uma Ordem. Até o momento, ja foram descritas toxinas ativas contra
insetos das Ordens Diptera, Coleoptera, Lepidoptera e Hymenoptera (GOMEZ et
al., 2007), além de nematdides (WEI et al., 2003). A viabilidade de sua utilizagao
para fins agronbmicos e em saude publica teve como resultado um grande
numero de estirpes isoladas e caracterizadas, sendo que mais de 140 sequéncias
de toxinas Cry, classificadas conforme as sequéncias de aminoacidos, estdo

depositadas no sitio http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/.
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A maior parte das toxinas possui cinco blocos de aminoacidos conservados
na sua estrutura primaria (MAAGD et al., 2001), sugerindo sua importancia na
estabilidade e fungcdo da proteina. De forma geral, as toxinas Cry podem ter
apenas um dos dois tamanhos: entre 130 e 140kDa, ou cerca de 70kDa, sendo
que os blocos conservados estdo presentes na metade N-terminal das toxinas
maiores, enquanto a parte C-terminal constitui um dominio de protoxina nao

presente nas toxinas menores (PIGGOT & ELLAR, 2007).

A estrutura tridimensional de oito toxinas Cry foi resolvida por cristalografia
e difragdo de raios-X: Cry1Aa (GROCHULSKI et al.,, 1995), Cry1Ac (LI et al.,
2001), Cry2Aa (MORSE et al., 2001), Cry3Aa (LI et al., 1991), Cry3Ba (GALITSKY
et al., 2001), Cry4Aa (BOONSERM et al., 2006), Cry4Ba (BOONSERM et al.,
2005) e Cry8Ea1 (GUO et al., 2008). Apesar das diferencas entre as sequéncias
de aminoacidos, todas elas apresentam uma estrutura comum, formada de trés
dominios (Figura 3). O dominio | é constituido por seis a-hélices anfipaticas (a-1,
a-2, a-3, a-4, a-6 e a-7) circundando uma hélice central (a-5). O dominio Il possui
trés folhas B-antiparalelas formando um B-prisma. O dominio Il é formado por
duas folhas B antiparalelas, forma um [-sanduiche e possui similaridade a
moléculas capazes de ligagdo a carboidratos (PIGGOT & ELLAR, 2007), estando
relacionado a estabilidade da toxina. O papel de cada um destes dominios esta

descrito com mais detalhes no proximo item.
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Figura 3: Estruturas das toxinas Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa e Cry4Ba, resolvidas
por cristalografia e difracdo de raios-X. Os dominios I, Il e Ill estdo
representados em vermelho, azul e verde, respectivamente. Em
amarelo, o dominio N-terminal da protoxina Cry2Aa. PIGGOT &
ELLAR, 2007.
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1.2.2 Mecanismo de agéo das toxinas Cry

O mecanismo de agdo das proteinas Cry é um processo que pode ser
dividido em diferentes etapas. Em um primeiro momento, ocorre a solubilizacéo
dos cristais no intestino dos insetos, devido ao pH alcalino, e, consequentemente,
a liberacao de protoxinas. Essas protoxinas sao, entido, ativadas por proteases
existentes no intestino médio dos insetos pela clivagem das porgdes N-terminal e
C-terminal da proteina, liberando um mondmero de aproximadamente 60-70 kDa
(GROCHULSKI et al., 1995). Em Lepiddpteros, as principais enzimas digestivas
envolvidas na clivagem das proteinas Cry sdo as proteases serinicas, como a
tripsina e a quimiotripsina (SCHNEPF et al., 1998) e em coledpteros, as proteases
cisteinicas e asparticas (MAAGD et al., 2001). O monémero se liga, entdo, a
receptores especificos presentes na regido apical da membrana das células do
intestino médio do inseto (BRAVO et al., 2002). No caso das toxinas Cry1A, foram
descritos pelo menos cinco diferentes receptores: proteinas tipo caderinas,
aminopeptidases, além de uma fosfatase alcalina e duas proteinas nao-
caracterizadas, P252 e um glicoconjugado de 270kDa (BTR-270) (GARNER et al.,
1999; INGLE et al., 2001; HARA et al., 2003; HOSSAIN et al., 2004; BUDATHA et
al., 2007; GOMEZ et al., 2007) (Figura 4). Outros receptores descritos incluem um
glicolipideo em Caenorhabditis elegans Maupas (Nematoda: Rhabditidae) capaz
de ligacédo a Cry5B (GRIFFITTS et al., 2005), e uma ADAM metaloprotease de
Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) como receptor para

Cry3Aa (OCHOA-CAMPUZANO et al., 2007), o unico descrito em coleopteros.
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Figura 4: Moléculas receptoras das proteinas Cry1A. CADR, receptor tipo
caderina; APN, Aminopeptidase N; ALP, Fosfatase Alcalina; GCR,
receptor glicoconjugado. (BRAVO et al., 2007).

Em Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae), as toxinas Cry1A se ligam
a proteinas do tipo caderina (Bt-R1) de 210 kDa e a uma aminopeptidase N
(APN) de 120 kDa (VADLAMUDI et al., 1995; LORENCE et al., 1997). Estudos de
interacdo e especificidade das toxinas Cry com estes receptores revelaram
diferencas de afinidade de ligagéo, sugerindo que o primeiro evento de interagéo
da toxina com as microvilosidades da membrana é a ligagdo do dominio Il da
toxina ativa a caderina Bt-R1. Esta ligacdo provoca uma mudanga
conformacional, facilitando a clivagem de uma a-hélice (a-1) do dominio |, levando
a formacédo de uma estrutura oligomérica conhecida como pré-poro (BRAVO et
al.,, 2004; RAUSELL et al.,, 2004). Este oligbmero se liga, entdo, a uma
aminopeptidase, ancorada na membrana por meio de glicosilfosfatidilinositol
(GPI), que direciona o complexo para a membrana, causando a insergdo e

subsequente formacao do poro (BRAVO et al., 2004) (Figura 5).
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Figura 5: Modo de acgédo das toxinas Cry — modelo da formagédo de poro: (1)
Solubilizagdo e ativacdo da toxina; (2) Ligagdo da toxina Cry
monomeérica no primeiro receptor (Caderinas ou Glicoconjugado),
mudanga da conformacgéo e clivagem da a-hélice 1; (3) Formagao do
oligbmero; (4) Ligagao da toxina oligomérica ao segundo receptor (GPI-
Aminopeptidase ou GPI-Fosfolipase). Ocorre uma mudanga da
conformacgado e a toxina assume um estagio globular; (5) Inser¢ao da
toxina na membrana e formacgé&o do poro. (BRAVO et al., 2007).

Dois modelos de inser¢cao de toxinas Cry1A na membrana sdo propostos.
O primeiro deles, o modelo ‘canivete’, sugere que duas das hélices do dominio I,
afastadas da membrana, girariam do topo do complexo pré-poro e seriam
inseridas na membrana (KNOWLES, 1994). No segundo modelo, denominado
‘guarda-chuva’, um par de hélices do dominio I, perto da membrana, seria inserido
na membrana, enquanto as demais seriam rearranjadas de forma aberta (GAZIT
& SHAI, 1995; GAZIT et al., 1998). Entretanto, atualmente foi demonstrado que
todos os dominios das toxinas Cry1A inserem-se na membrana (NAIR & DEAN,
2008).

Experimentos de protecdo osmaética demonstraram que, apds se unirem ao
receptor e se inserirem na membrana, as proteinas Cry formam poros com um
diametro de 1 a 2 nm. Assim, as células epiteliais morrem por inativacdo do
sistema que mantém o gradiente de pH e por citdlise osmoética (KNOWLES &

ELLAR, 1987). O citoplasma adquire entdo um pH alcalino, interferindo no
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metabolismo celular normal e, consequentemente, destruindo o epitélio intestinal.
Uma vez destruidas as células colunares e caliciformes, os esporos de B.
thuringiensis tém acesso a hemolinfa, causando a morte das larvas por inanigéo e
septicemia.

Este modelo de toxicidade proposto foi validado recentemente por
SOBERON et al. (2007). A importancia da interacdo sequencial foi observada
quando a toxicidade de Cry1Ab e Cry1Ac contra Manduca sexta foi drasticamente
reduzida pelo silenciamento do gene para o receptor do tipo caderina BT-R1.
Entretanto, utilizando toxinas modificadas sem a hélice a-1 do dominio |, as
mesmas voltaram a ser ativas. Isto demonstra que () a toxina age de modo
sequencial; (I) a ligagado a BT-R1, que promove a retirada da hélice a-1, facilita a
oligomerizagéo da toxina e (lll) o segundo receptor, APN, tem grande importancia
na toxicidade.

No entanto, um segundo modelo de acado destas toxinas, proposto por
ZHANG et al. (2006), sugere a interacéao entre Cry1Ab monomérica e BT-R1
como suficiente para ativagdo de um sinal para morte celular via uma cascata
Mg2+ - dependente. Neste modelo, a interagao toxina-receptor causa um estimulo
a proteina G e a adenilil ciclase, causando aumento de AMP ciclico e ativacao de
proteina kinase A, levando a desestabilizagcao do citoesqueleto e canais ibnicos e
consequente morte celular (Figura 6). Embora controverso, este modelo foi
validado com experimentos demonstrando a correlacédo direta entre a quantidade

do primeiro receptor (BT-R1) com a toxicidade (ZHANG et al., 2008).
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Figura 6: Modo de agao das toxinas Cry — modelo da transdugédo de sinal. A
toxina Cry interage com a regiao de ligagao (TBR) do receptor (BT-R),
estimulando a proteina G e adenilil ciclase, promovendo cAMP
intracelular. Assim, a ativagao da proteina kinase A (PKA) desestabiliza
o citoesqueleto e canais iGnicos, levando a morte celular. Adaptado de
ZHANG et al. (2006).

Enquanto o modo de acédo das toxinas Cry1A é amplamente estudado,
pouco se sabe comparativamente sobre as outras familias de toxinas. A validagao
dos receptores geralmente é feita pela expressdo do gene candidato em insetos
ou células ndo suscetiveis (JURAT-FUENTES & ADANG, 2006), ou por
silenciamento génico (SIVAKUMAR et al.,, 2007). Na maioria dos casos, as
caderinas clonadas e expressadas em células de cultura conferem suscetibilidade

a familia Cry1A. Entretanto, o papel dos outros receptores descritos no

mecanismo de acao de outras toxinas Cry continua desconhecido.

32



1.3 Justificativa

A maior ameaga ao uso de toxinas Cry é o desenvolvimento de resisténcia
nos insetos. Os mecanismos mais frequentes de resisténcia a toxinas Cry sao
defeitos nas interagcdes toxina-receptores (FERRE & VAN RIE, 2002). A
caracterizagdo de moléculas de receptores em diferentes insetos-praga é vital
para entender o modo de acdo destas toxinas. A partir do isolamento e
caracterizagdo do gene cry8Kal da cepa B. thuringiensis, linhagem S811, que
codifica uma toxina com potencial para controle de A. grandis, uma biblioteca de
genes recombinados foi desenvolvida por meio do uso das técnicas DNA shuffling
e Phage display. Uma sele¢do permitiu o isolamento de mutantes melhorados,
expressando toxinas altamente ativas contra o bicudo do algodoeiro (OLIVEIRA et
al., em preparagao). Uma das toxinas que apresentou maior porcentagem de
mortalidade em bioensaios contra larvas de bicudo, denominada Cry8Ka5, foi
utilizada para a identificacdo e caracterizagcado de provaveis receptores.

A identificagcdo destes receptores contribuira no desenvolvimento de
estratégias para lidar com o problema potencial de resisténcia e no

desenvolvimento de novas toxinas com alta especificidade.

1.4 Hipodtese
A toxina Cry8Ka5 possui um mecanismo de acdo desencadeado por
receptores protéicos presentes em membranas celulares no intestino de A.

grandis.

33



2. OBJETIVO

Identificar provaveis receptores de A. grandis para toxinas Cry de Bacillus

thuringiensis.

2.1 Estratégias utilizadas

- Visualizagdo de provaveis receptores utilizando ensaios de ligacdo de toxinas
marcadas a proteinas presentes no intestino de A. grandis previamente

separadas por eletroforese unidimensional e bidimensional.

- Identificagao das proteinas ligantes por espectrometria de massa.

- Bloqueio in vivo dos provaveis receptores, visando validar o papel funcional

destas proteinas na toxicidade de d-endotoxinas contra A. grandis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Insetos

Os insetos utilizados neste trabalho foram provenientes de col6nias
estabelecidas no Laboratério de Insetos da Embrapa — Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

Os animais sédo criados em dieta artificial (Agar 2%, Levedo de cerveja
2,72%, proteina de soja 4,48%, gérmen de trigo 2,72%, Pharmamedia 2%, acido
sorbico 0,1%, acido ascorbico 0,9%, glicose 2,72%, Nipagin® 0,08%, sais
minerais 0,05% e solugéo vitaminica 0,45%), a 28 °C, 70% de umidade relativa
(U.R.) e fotoperiodo de 12h. Os ovos de A. grandis sdo espalhados na dieta e ao
eclodir, as larvas desenvolvem-se até a emergéncia. Os adultos sdo coletados e
transferidos para gaiolas destinadas a copulagdo e oviposigdo. Os ovos sao
coletados, esterilizados e espalhados novamente na dieta, conforme MONNERAT

et al. (2000).

3.2 Producao, ativacao e avaliacdo da toxina CrylAc

A protoxina Cry1Ac (PM=~130 kDa) foi obtida por expresséo heteréloga em
Escherichia coli ECES3, transformada com o plasmideo recombinante pOS4201,

contendo o gene crylAc de Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD73.
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As células foram crescidas em meio Luria-Bertani (LB) liquido (NaCl 1%,
Extrato de levedura 0,5%, triptona 1%, pH 7,0) contendo ampicilina (1 pyg/ml), a
37 °C, 175 rpm. Como indutor de expressao foi utilizado 1 mM de isopropil-1-tiol-
B-D-galactopiranosideo (IPTG), apoés a D.O.s00=0,8. Apds 72h de indugao, as
células foram coletadas por centrifugagdo (20 min, 10 °C, 4500g) e o pellet
ressuspendido em tampé&o de lise (15% sacarose, 2 mg/mL lisozima, 50 mM
EDTA, 50mM Tris - HCI, pH 8,0) por 12h a 4 °C. A suspenséao foi sonicada em
gelo (5x300s, ciclo de 70%) e centrifugada por 15min, 4 °C, 10000g. O pellet foi
entdo lavado por centrifugagéo (10000g, 30min, 4 °C) trés vezes em 30 mL de
solugdo de NaCl 0,5 M contendo Triton X-100 2%, cinco vezes em 30 mL de

NaCl 0,5 M e duas vezes em 30 mL de agua destilada.

Os corpos de inclusédo contendo a protoxina Cry1Ac foram solubilizados em
tampéao de solubilizagéo (Ditiotreitol 10 mM, carbonato de sédio 50 mM, pH 10,5)
por 2h a 37 °C e dializados contra agua. A protoxina foi ativada com tripsina 1:50
(m:m) a 37 °C por 18h. A protedlise foi parada com 1 mM Fenil-metil-sulfonil-
fluoreto (PMSF) e a quantificacdo de proteinas feita pelo método de BRADFORD
(1976). A ativacédo de Cry1Ac foi monitorada em géis de poliacrilamida 10%

(SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) corado com Coomassie Brilliant Blue R250.

A Cry1Ac ativada foi avaliada quanto a toxicidade por bioensaios seletivos
contra Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), inseto suscetivel a
esta toxina. Foram feitos dois tratamentos: (i) controle negativo (agua) e (ii) 50 ug
da toxina ativada sob dieta artificial cortada em cubos de 1 cm®. O bioensaio foi

feito com 20 larvas por tratamento, com quatro repeticées de cada.

36



3.3 Producao e purificacao da toxina Cry8Kal

O gene que codifica a toxina Cry8Ka1 foi isolado a partir da cepa S811 de
B. thuringiensis do Banco de Linhagens da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, inserido no vetor bacteriano pET Directional TOPO cloning
(Invitrogen) e introduzido por choque térmico em E. coli BL21(De) Star (Invitrogen)
(MAGALHAES, 2006). Essa toxina possui atividade moderada contra A. grandis,

servindo como um modelo para os estudos de interagao toxina-receptor.

Para expresséo da toxina, células contendo o plasmideo codificando o gene
para Cry8Ka1 foram crescidas a 37 °C, 200 rpm, em meio liquido LB/ampicilina
(1pug/ml) até D.0.00=0,6-0,8. A indugao da expressao foi feita com IPTG 1 mM,
por 12h, 37 °C, 200 rpm. As células foram coletadas por centrifugagao (20min, 10
°C, 45009), ressuspendidas com tampao de lise (12h, 4 °C) e sonicadas em gelo
por trés ciclos de um minuto, com intervalos de um minuto. O sobrenadante foi
submetido a cromatografia de afinidade utilizando 10 mL de resina de niquel-
acido nitriloacético (Ni-NTA — QIAGEN), com fluxo de 1 mL/min. A etapa de
equilibrio foi feita com cinco volumes de tampao A (NaCl 0,3 M, imidazol 10 mM,
Na,HCO3 0,1 M, NaH,CO3; 0,1 M. pH 8,5). O sobrenadante obtido a partir do
lisado celular foi introduzido na coluna e a fragdo nao-retida lavada com tampao B
(NaCl 0,3 M, imidazol 20 mM, Na;HCO3 0,1 M, NaH,CO3 0,1 M. pH 8,5). Apds a
lavagem, a toxina foi eluida com tampao C (NaCl 0,3 M, imidazol 250 mM,
Na,HCO30,1 M NaH,CO30,1 M pH 8,5). As fragdes foram coletadas em volumes
de 1 mL e a eluigdo da toxina monitorada espectrofotometricamente em placas de

ELISA contendo 10 pyL de cada amostra em reagente de Bradford 21,05% por

POGO.
37



Apds a cromatografia de afinidade, as fracbes contendo Cry8Ka1 foram
concentradas por centrifugacdo a 2500g por 30min utilizando Centricon®
(Millipore) com limite de exclusdo de 30 kDa e submetidas a cromatografia de
exclusdo molecular. Para tal, foi utilizada uma coluna de 100 cm x 2 cm contendo
280 mL de resina Sephacryl™ S-200 (GE Healthcare). A resina foi equilibrada
com NaHCO3 0,1 M, pH 8,0 e cada purificagao foi feita a partir de 5 mL da toxina a
2 mg/mL, com fluxo constante de 1 mL/min. As fragcbes foram coletadas em
aliquotas de 3 mL e o material eluido monitorado em um fotébmetro a 280 nm. O
intervalo de eluigao da toxina pura foi detectado com 15 pyL de cada aliquota em

SDS-PAGE 10% corado com nitrato de prata.

3.4 Producao e purificacdo datoxina Cry8Kab

A toxina Cry8Ka5 é uma variante da toxina Cry8Ka1 de B. thuringiensis
linhagem S811, obtida a partir de mutagdes pela técnica de DNA Shuffling. Este
mutante apresenta toxicidade superior a selvagem contra larvas de A.grandis

(OLIVEIRA et al., em preparagao), sendo por isto selecionada para este trabalho.

A producao de Cry8Ka5 foi feita por expressao heterdloga em Escherichia
coli BL21(DE3) contendo o gene mutante inserido em plasmideo pET101/D TOPO
(Invitrogen). As células foram crescidas em placas de Petri contendo meio
LB/ampicilina por 12h, 37 °C. Uma col6nia foi transferida para Erlenmeyer
contendo meio LB liquido/ampicilina 1 pg/mL e crescida a 37 °C, 200 rpm, até
D.0.600=0,8. A expressao da toxina foi entdo induzida com IPTG 0,5 mM por seis

horas.
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A coleta e lise das células, bem como purificagcdo por cromatografia de
afinidade utilizando resina Ni-NTA (QIAGEN) foram feitas da mesma forma
descrita acima para Cry8Ka1 selvagem. As fracbes de Cry8Ka5 coletadas apds a
cromatografia de afinidade foram concentradas por centrifugacdo a 2500g por
30min utilizando Centricon® (Millipore) com limite de exclusdo de 30 kDa e
submetidas a cromatografia de exclusdao molecular. A coluna, resina, tampao e
monitoramento da eluicdo foram feitos da mesma forma utilizada para purificagao

de Cry8Ka1.

3.5 Marcacdao das toxinas com biotina

As toxinas Cry1Ac, Cry8Ka1 e Cry8Ka5 foram marcadas com biotina
utilizando o EZ-Link® Sulfo-NHS-Biotinylation Kit (Pierce). A biotina é ligada a N-
Hidroxisuccinamida (NHS), que reage com grupos amino primarios das proteinas.
Assim, as proteinas marcadas com biotina via NHS podem ser detectadas com
sondas de estreptavidina ou avidina. A biotina foi adicionada em solugdes de
toxina na proporc¢ao 20:1 (M:M) e incubadas em temperatura-ambiente por 1h. O
excesso de biotina foi retirado utilizando uma coluna para dessalinizagdo (Zeba™

Desalt Spin Column, Pierce).
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3.6 Extracdo de proteinas do intestino de larvas de A. grandis

As proteinas periféricas do epitélio intestinal “Brush Border Membranes
Vesicles” (BBMV) do bicudo do algodoeiro foram extraidas por precipitagao
diferencial com cloreto de magnésio, segundo WOLFERSBERGER et al. (1987).
Larvas de 3° instar foram anestesiadas em gelo e as cabecgas retiradas com a
ajuda de uma pinga. Os intestinos foram limpos em solugdo de NaCl 0,9%,
congelados em nitrogénio liquido e macerados em dez volumes (m:v) de tamp&o
MET (manitol 250 mM, EGTA 5 mM, Tris-HCI 17 mM, pH 7,5). Apos trés minutos
em gelo, foram adicionados mais dez volumes de uma solugdo de MgCl; 24 mM.
A suspenséo foi centrifugada a 2500g por 15min e o sobrenadante submetido a
ultracentrifugacédo a 30000g por 30min, 4 °C. O pellet resultante, contendo
proteinas periféricas do epitélio intestinal de A. grandis, foi ressuspendido em

HEPES 10 mM (pH 7,4) e armazenado a -80 °C.

3.7 Ligacao das toxinas a proteinas do intestino de A. grandis em condicdes

desnaturantes

A identificagdo de provaveis receptores de A. grandis para toxinas Cry em
condi¢cdes desnaturantes foi feita utilizando métodos de ligagdo toxina-ligante

apdés SDS—-PAGE e eletroforese bidimensional.

Para os experimentos em SDS-PAGE, 15 ug de BBMV de A. grandis foram
submetidos a eletroforese e transferidos para membranas de polifluoreto de

vinilideno (PVDF). As transferéncias foram feitas em sistema umido a 100 V por
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1h, 4 °C em tampao de transferéncia (metanol 20%, glicina 192 mM, Tris-HCI 24
mM, pH 8,8). As membranas foram coradas com rouge-ponceau para confirmar
transferéncia e bloqueadas em tampéao de bloqueio (PBS, glicerol 5%, leite em po
desnatado 5%, Tween20 0,05%) por 1h a temperatura-ambiente. Apds o bloqueio,
as membranas foram incubadas por 12h, 4 °C em uma das quatro solugdes: (i)
tampao de bloqueio (controle negativo), (i) tampédo de bloqueio contendo 100
ng/mL Cry1Ac biotinilada, (iii) tampao de bloqueio contendo 100 ng/mL Cry8Ka5
biotinilada ou (iv) tampéo de bloqueio contendo 100 ng/mL Cry8Ka1 selvagem
biotinilada. As membranas foram lavadas em PBS e incubadas com
estreptavidina/peroxidase (1:1500) por 2h, a 37 °C. Apos lavagem, as membranas
foram reveladas em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo do cromégeno 3,3-

diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) 0,1%, imidazol 0,1% e H20,0,05%.

A eletroforese bidimensional das BBMV de A. grandis foi feita utilizando
strips Immobiline DryStrip 18 cm, pH 3-10. Para cada strip, 700 ug de material
foram precipitados com acido tricloacético (TCA) na concentragao final de 10%. A
solugdo foi incubada em gelo por 1h e centrifugada a 10000g por 10min. O
sobrenadante foi descartado e a fracdo insoluvel lavada trés vezes com acetona.
Apds secar sob temperatura ambiente, os pellets foram ressolubilizados em 350
ML de solucdo de re-hidratagdo (Uréia 8 M, tiouréia 2 M, CHAPS 20 mg/mL, DTT
10 mg/mL, IPG Buffer 3-10 5 pL/mL, azul de bromofenol 0,05%). O material
resultante, contendo as proteinas do intestino médio de A. grandis, foi utilizado
para a etapa de re-hidratagcao das strips, por 12h, sob temperatura ambiente. A

focalizagao isoelétrica foi feita conforme a Tabela 1 no aparelho Ettan IPGphor 3.
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Tabela 1: Condicbes eletroforéticas utilizadas para focalizagado isoelétrica de
BBMVs de A. grandis em strips Immobiline DryStrip 18 cm.
V=voltagem; Vh=Volts/hora

Passo V tempo Vh
Constante 500 1h 500
Gradiente 1000 1h 800
Gradiente 10000 3h 16500
Constante 10000 35min 6200
Constante 300 1h 300

Apos a focalizacao isoelétrica, as strips foram equilibradas por 15min em
tampao de equilibrio (Uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol
0,002%, Tris-HCI 75 mM, pH 8,8) contendo10 mg/mL DTT e 15min em tampé&o
de equilibrio contendo 25 mg/mL iodoacetamida. As strips foram lavadas com
tampao de corrida e a segunda dimensao feita em SDS-PAGE 10% no sistema
Ettan DALT (Figura 7), com uma pré-corrida a 2 W/gel por 45min e entdo 17
W/gel por 4h, a 15 °C. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250

e analisados com o programa ImageMaster 2D Platinum (GE).
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Figura 7: Equipamentos utilizados para eletroforese bidimensional de proteinas
do intestino de A. grandis. A) Ettan IPGphor 3, utilizado para
focalizagdo isoelétrica. B) sistema Ettan DALT, utilizado para a
segunda dimenséao (SDS-PAGE).

A transferéncia dos géis foi feita em sistema semi-seco, a 25 V por 2h para
membranas de PVDF. O bloqueio, incubacdo com toxinas e revelagao foram
feitos da mesma forma descrita acima para a eletroforese unidimensional. Os géis
nao submetidos a transferéncia foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-

250.

3.8 Identificacdo das proteinas ligantes por espectrometria de massa

As bandas (SDS-PAGE) ou spots (2DE) correspondentes as proteinas
capazes de ligagdo as toxinas Cry foram retiradas manualmente dos géis e
descoradas em solugdo de acetonitrila 50% em NH4HCO3;25 mM. Os fragmentos

dos géis foram desidratados com acetonitrila 100% e secados a vacuo. As
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proteinas foram reduzidas com DTT 10 mM em NH4HCO3; 25 mM por 30min, 56
°C. A alquilacéo foi feita em iodoacetamida 55 mM em NH4HCO3; 25 mM por
20min, sob temperatura ambiente no escuro. Os géis foram novamente secados
em acetonitrila 100% e reidratados com solucao de tripsina (10 ug/mL) em 50 mM
NH4HCO3; por 12h, a 37 °C. Apds a incubacdo, a solugao foi recolhida e os
peptideos extraidos dos géis com solugdo de acetonitrila 50% / acido
trifluoroacético 5% (TFA) / NH4HCO3 50 mM. A solugéo foi secada a vacuo para

um volume de cerca de 10 uL e dessalinizada utilizando ZipTips® C18(Millipore).

Todas as amostras foram submetidas a técnica de Peptide Mass
Fingerprinting (PMF) via MALDI-TOF para averiguar a qualidade da digestdo. Os
dados obtidos por esta técnica foram avaliados utilizando o programa MASCOT

(http://www.matrixscience.com/cgi/search form.p|?FORMVER=2&SEARCH=PMF)

contra as bases de dados MSDB, Swissprot e NCBinr.

Os produtos de digestao de géis unidimensionais foram analisados em um
Q-TOF M<™ da Waters (voltagem capilar= 3500 V; voltagem do cone= 30 V) com
fonte de ionizagao eletrospray, calibrado na regiao de massa/carga (m/z) de 50 a
2000 Da utilizando acido fosférico. A separacao dos peptideos por cromatografia
liquida foi feita no aparelho Nano Acquity Ultra Performance LC (Waters)
equipado com as colunas Symmetry C18 e BEH 130-C18 (Waters), em gradiente
linear 0 — 90% acetonitrila em acido formico 0,1%. Os dados espectrométricos
foram coletados para peptideos com m/z entre 400-2000 Da (tempo de
escaneamento=1s; intervalo entre escaneamentos=0,1s). Os espectros MS/MS
foram interpretados automaticamente utilizando o programa MassLynx 4.0

(Waters).
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Os peptideos provenientes dos spots dos géis bidimensionais foram
analisados via MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha)
operando com laser na frequéncia de 50 Hz no modo refletor. Os parametros de
voltagem para MS foram ajustados como 1S1 19 kV, IS2 16,8 kV, lentes 8 kV,
Refletor 20 kV, Refletor2 9,54 kV. A calibracdo externa foi feita com uma mistura
de peptideos contendo ACTH (1-24), ACTH (28-39), Somatostatina, Angiotensina
| e Angiotensina Il (Sigma), com aquisicdo de massa entre 300 e 3200 Da. As
analises MS/MS foram feitas no modo refletor LIFT. Os parametros de voltagem
foram IS1 6 kV, 1S2 5,3 kV, lentes 3,15 kV, Refletor 23,5 kV, Refletor2 9,7 kV,
LIFT1 19 kV e LIFT2 4 kV, com aquisicdo de massa entre 40 e 2400 Da. As listas
de picos foram geradas utilizando o programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics).
Em todas as analises espectrais foi considerada oxidagdo parcial ou total de

metionina e carbamidometilacido de cisteinas.

As sequéncias derivadas dos peptideos foram analisadas com o
programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), utilizando o algoritmo BLASTp na
base de dados de sequéncias de proteinas ndo-redundantes (NCBlInr), disponivel

no enderegco eletrénico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi. As

sequéncias também foram alinhadas pelo “CLUSTALW”

(http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON et al., 1994).

45


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/

3.9 Bioensaios com A. grandis

Os bioensaios seletivos foram realizados segundo DIAS et al. (2000),
incorporando-se as toxinas em 5 mL de dieta artificial (a ~50°C), vertida em placas

de células de 6 pogos NUNC™.

Apos solidificacdo da dieta, foram feitos 12 orificios de aproximadamente 0,6
mm?, onde as larvas neonatas (uma por orificio) foram inseridas e mantidas a 27 °C
(£1), 80 % de UR, 14h de fotoperiodo, sendo realizada a leitura do ensaio no quarto
dia. Foram feitos quatro tratamentos: (i) controle negativo (agua); (ii) Cry1Ac (160

MQ); (iii) Cry8Kab (160 pg); e (iv) Cry1Ac (160 pg) e Cry8Ka5 (160 ug).

Os tratamentos foram repetidos seis vezes, com doze larvas por repeticdo. A

analise estatistica foi feita com o auxilio do programa SigmaStat, verséo 3.1.
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4 RESULTADOS
4.1 Producao das toxinas
4.1.1 Producéo, ativacao e avaliacdo da toxina CrylAc

A protoxina Cry1Ac foi expressa em sistema heterélogo E. coli e ativada
com tripsina. O fragmento toxico resultante, de cerca de 65 kDa (Figura 8), se
mostrou ativo contra larvas de A. gemmatalis, com indice de mortalidade de 93.0
* 6.7% no tratamento com 50 ug de toxina, comparado com 8.0 £+ 4.5% de

mortalidade no controle (ft.,.|= 18.22; P< 0.0001). Com a atividade confirmada, a

toxina ativa poderia ser utilizada nos ensaios de ligagdo e nos bioensaios sem

depender de enzimas proteoliticas do bicudo do algodoeiro.

KDa 1 2 3 4

~190 — | J I

~120 —
o u
o b

Figura 8: SDS — PAGE 10% da expressado e ativacado da toxina Cry1Ac com
tripsina. A toxina foi expressa em E. coli na forma inativa de 130 kDa.
Os corpos de inclusido foram solubilizados em pH alcalino e a toxina foi
ativada com tripsina bovina. 1) 100 ug da toxina inativa; 2) 50 yg da
toxina inativa; 3) 100 ug da toxina ativada e 4) 50 ug da toxina ativada.
Marcador BenchMark™ 10748-010.
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4.1.2 Producéo e purificagcédo de Cry8Kal

A toxina recombinante Cry8Ka1, obtida por expressao heterdloga em E.
coli, foi purificada com duas etapas cromatograficas. Na primeira delas, utilizando
cromatografia de afinidade, a toxina eluiu nas fragbes 9 a 26 (Figura 9) com
poucos contaminantes. Estas fracbes foram misturadas e concentradas por
centrifugagdo utilizando Centricon® para um volume final de 5 mL. Os
contaminantes foram entdo removidos por cromatografia de exclusdo molecular
em resina Sephacryl S-200, que apresentou dois picos majoritarios (Figura 10). O

intervalo de eluigdo da toxina pura, nas fragdes 20 a 29, foi detectado em géis de

poliacrilamida corados com nitrato de prata (Figura 11).
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Figura 9: Primeira etapa para purificagdo da toxina Cry8Ka1, utilizando
cromatografia de afinidade Ni-NTA. A toxina foi expressa em E. coli, as
células foram lisadas e o extrato contendo Cry8Ka1 utilizado nesta
cromatografia. As setas indicam o intervalo em que a toxina é eluida

com imidazol 250 mM.
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Figura 10: Segunda etapa de purificacao de Cry8Ka1, utilizando cromatografia de

exclusdo molecular (Sephacryl S-200) em tampao NaHCOs; 0,1 M.
Apos a cromatografia de afinidade com resina Ni-NTA, a toxina foi
concentrada e aplicada na coluna de exclusdo molecular. As setas
indicam o intervalo de eluicdo da toxina.
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Figura 11: Analise da purificagdo de Cry8Ka1l por SDS-PAGE 10%. A toxina
passou por duas etapas cromatograficas. A) o material inicial; B)
toxina Cry8Ka1 apds purificagdo em cromatografia de afinidade Ni-
NTA e C) toxina Cry8Kal apds passar pelo segundo passo
cromatografico (Exclusdo molecular em Sephacryl S-200). A e B
foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250, e C foi corado
com prata, demonstrando a pureza da toxina. As setas indicam a
posicao da banda correspondente a toxina.

4.1.3 Producdo e purificagdo de Cry8Kab

A toxina Cry8Ka5 foi purificada seguindo as mesmas etapas
cromatograficas de Cry8Ka1l. Apds a lise das células contendo Cry8Ka5, o
material foi submetido a cromatografia de afinidade e a toxina eluiu nas fragdes de
12 a 25 (Figura 12), que foram agrupadas e concentradas como para a toxina

Cry8Ka1. Posteriormente, os contaminantes foram removidos por cromatografia
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de exclusdo molecular utilizando a resina Sephacryl S-200. A toxina eluiu nas
fragbes 26 a 37 (Figura 13), com alto grau de pureza, como visualizado em SDS-

PAGE 10% corado com nitrato de prata (Figura 14).

0.8 -
0,75 -
0,7 1
0,65 -

ABS 3930m

NS B A9 A D e A DD P RN DS
Aliquota

Figura 12: Purificacdo de Cry8Kab, utilizando cromatografia de afinidade Ni-NTA.
A toxina recombinante foi expressa em E. coli, as células foram lisadas
e o extrato contendo Cry8Ka5 utilizado nesta cromatografia. As setas
indicam o intervalo em que a toxina é eluida com imidazol 250 mM.
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Figura 13: Etapa de polimento da toxina Cry8Kab, utilizando cromatografia de

exclusdo molecular (Sephacryl S-200). Apés a cromatografia de
afinidade com Ni-NTA, a toxina foi concentrada e aplicada na coluna
de exclusdo molecular S-200 em tampao NaHCO3; 0,1 mM, pH 8,0. As
setas indicam o intervalo de eluigdo da toxina.
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Figura 14: Analise da purificacdo da toxina Cry8Ka5 em SDS-PAGE 10%. A)
Lisado celular demonstrando material superexpresso em E. coli. B)
toxina apdés cromatografia de afinidade Ni-NTA, resultando em uma
consideravel redugao de contaminantes. C) Toxina purificada, apos
cromatografia de exclusao molecular S-200. A e B foram corados com
Coomassie Brilliant Blue R-250, e C foi corado com prata.
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4.2 ldentificacdo de proteinas ligantes a toxinas Cry

4.2.1 ldentificacdo de proteinas ligantes a toxinas Cry utilizando géis

unidimensionais.

Duas técnicas diferentes foram empregadas para identificar as proteinas
presentes no intestino de A. grandis capazes de ligacdo as toxinas Cry. Na
primeira técnica utilizada, empregando SDS-PAGE, as proteinas do intestino do
bicudo do algodoeiro foram separadas e transferidas para membranas de PVDF.
As membranas foram bloqueadas e incubadas com uma das trés toxinas
marcadas com biotina: Cry1Ac, Cry8Ka1 ou Cry8Ka5. As trés toxinas foram
capazes de ligacdo as mesmas trés bandas nos géis (Figura 15), denominadas A
(~120 kDa), B (~80 kDa) e C (~80 kDa). As bandas foram excisadas dos géis e
digeridas com tripsina para analise via sequenciamento de novo utilizando ESI-Q-
TOF. Das trés bandas, apenas uma néo foi identificada (banda A). As bandas B e
C foram identificadas como uma Heat-Shock Protein (HSP) e ATPase vacuolar
(V-ATPase), respectivamente (Tabela 2 e Figura 16). Estes resultados indicam
que o mutante de Cry8Ka1, Cry8Ka5, reconhece os mesmos receptores da toxina
selvagem, e que Cry1Ac, embora néao téxica, € capaz de interagir com as mesmas

moléculas.
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Figura 15: Ensaio de ligagao das toxinas Cry1Ac, Cry8Ka1 e Cry8Ka5 as BBMVs
de A. grandis. As BBMVs foram separadas por SDS-PAGE,
transferidas para membranas de PVDF, bloqueadas e incubadas com
uma das trés toxinas, previamente marcadas com biotina. 1) Marcador
BenchMark™ 10748-010; 2) BBMV de A. grandis incubada com
Cry1Ac; 3) BBMV de A. grandis incubada com Cry8Ka1; 4) BBMV de A.
grandis incubada com Cry8Ka5; 5) Marcador BenchMark™ 10747-012
e 6) BBMV de A. grandis corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
As setas em vermelho indicam as potenciais bandas protéicas capazes
de ligagao as toxinas (bandas A, B e C).
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Tabela 2: Proteinas identificadas por espectrometria de massa. As bandas correspondentes as proteinas capazes de ligagao as
toxinas Cry foram cortadas de geéis de poliacrilamida corados com Coomassie Blue R-250 e digeridas com tripsina.
Os peptideos foram analisados por sequienciamento de novo utilizando espectros provenientes de um aparelho ESI-
Q-TOF (Waters). As sequéncias foram alinhadas contra o banco de dados NCBInr utilizando o algoritmo BLASTp.

Banda peptideo Mr (esperado) Mr(calculado) Delta |dentificacdo codigo de acesso organismo E-value
ADPDGGVFYVCNPNNPSGTITARK 25491338 2549,1969  -0,0631
A IPSGGSSGDSGNDTPK 14746909 14746536  0,0373
DKEEGNGKGK 1060534 10605149  0,0192
RNTVIPTKK.S 89,5364 899,544 -0,0076 heat shock cognate 70 ABF18258 Aedes aegypti ~ 4,00E-05
5 KIVITNDQNR.L 10715444 10715673  -0,0228 heat shock cognate 70 ACD63049.  Loxostege sticticalis  2,00E-09
K.ELEDVVQPIIAK L 13521424 1352,7551  -0,0127 heat shock cognate 70 ABF18258. Aedes aegypti  6,00E-12
K.NQLTTNPENTVFDAKR 16908042 16908162 0,012 heat shock cognate 70 ABP97091, Copris tripartitus ~ 2,00E-09
C K.TVISQALSK.Y 9455404 9455495 0,009 vacuolar ATP synthase catalytic subunit A XP_001604685.  Nasonia vitripennis  7,00E-09
R.LASFYERAGR.V 11685896 11685989  -0,0092 similar to \-ATPase subunit A XP_001604685.  Nasonia vitripennis ~ 8,00E-04
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|ABF18258.1] ADGERL IGDAAKNQLTTNPENTVFDAKRLIGREFTDSTVQHDAKLLPFKVIEKNSKPHIK 60

[B1 = —mmmm KNQLTTNPENTVFDAKR= == = — = — — o oo e 17

R e e e

Peptideo 4
|ABF18258._1] VSTSQGDKVFAPEE I SAMVLGKMKETAEAYLGKKVTHAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGV
120
[B = e
|ABF18258._1] AGLNVMRIINEPTAAAIAYGLDKKDGEKNVLVFDLGGGTFDVSLLT IDNGVFEVVATNGD
180
[B = e
|ABF18258_1] THLGGEDFDQRVMDHF IKLYKKKKGKD IRKDNRAVQKLRREVEKAKRALSSSHQVRIEIE
240
[B1 = e
|ABF18258.1] SFYEGDDFSETLTRAKFEELNMDLFRSTMKPVQKVLEDADMNKKDVDE IVLVGGSTRIPK
300
[B1 e
|ABF18258._1] VQQLVKEFFNGKEPSRG INPDEAVAYGAAVQAGVLSGEQDTEAIVLLDVNPLTMGIETVG
360
[B e
|ABF18258._1] GVMTKLIPRNTVIPTKKSQIFSTASDNQHTVTI1QVYEGERPMTKDNHLLGKFDLTGIPPA
420
=1 [ — RNTVIPTKKS = == —— - m o oo o 27

E R R = e
Peptideo 1
|ABF18258_1] PRGIPQIEVSFEIDANGILQVSAEDKGTGNREK IV ITNDQNRLTPED IERMIKDAERFAD
480
[B1 = e KIVITNDQNRL === = === ————— - 38
E R
Peptideo 2

|ABF18258._1] DDKKLKERVEARNELESYAYSLKNQLGDKDKLGAKVADDDKATMEEAIDEK I KWLDENQD
540
[B = e
|ABF18258.1] ADSEDYKKQKKELEDVVQP I IAKLYASTGGSPPPTADDEDLKDEL 585
Bl = e KELEDVVQP I IAKL === === === — e 52

Peptideo 3

Figura 16: Alinhamento dos peptideos derivados da banda B com a proteina Heat
shock protein 70 (cédigo de acesso ABF18258).
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4.2.2 ldentificacdo de proteinas ligantes a toxinas Cry utilizando géis

bidimensionais

A técnica de eletroforese bidimensional foi empregada para uma
caracterizagcao bioquimica mais completa dos provaveis receptores para toxinas
Cry. As BBMVs de A. grandis foram eletroforeticamente separadas conforme (i)
ponto isoelétrico (pl) e (ii) massa molecular. As técnicas de eletroforese
unidimensional e bidimensional foram comparadas. As BBMVs separadas por 1D
mostram um padrao de bandas discreto, em um intervalo entre menos de 15 kDa
e 220 kDa. Quando separadas por 2DE, entretanto, mais de 450 spots foram
detectados na mesma faixa, excetuando-se as proteinas acima de 120 kDa
(Figura 17). A maioria dos spots foi detectada na faixa de pH 4 a 7, com poucas

proteinas migrando para as faixas acidas e basicas.

Apos a eletroforese bidimensional, os géis foram transferidos para
membranas de PVDF e incubados com a toxina Cry8Ka5 marcada. Cinco
proteinas capazes de ligacdo a esta toxina foram visualizadas (Figura 18) e os
spots correspondentes recortados dos géis corados com Coomassie Brilliant Blue
R-250 (Figura 17). Estes spots, denominados A1, A2 e A3, com massas similares
a banda C identificada no blot unidimensional, e A4 e A5, com massas similares a
da banda B, foram caracterizados bioquimicamente com o programa ImageMaster

2D Platinum (GE) (Tabela 3).
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Figura 17: Eletroforese bidimensional de BBMVs de A. grandis. As proteinas (700ug) foram precipitadas e
submetidas a focalizagéo isoelétrica em gradiente linear de pH 3-10. Apds a focalizagao, as proteinas
foram separadas de acordo com a massa molecular via SDS-PAGE 10%. As setas indicam os spots
capazes de ligacéo a toxina Cry8Kab.
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Figura 18: Identificacdo de provaveis receptores para Cry utilizando 2DE. Apéds a eletroforese bidimensional, o gel foi
transferido para uma membrana de PVDF. A membrana foi bloqueada, incubada com a toxina e os ligantes
visualizados com o cromégeno DAB.
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Tabela 3: ldentificagcdo do ponto isoelétrico (pl) e massa molecular dos spots
capazes de ligacdo a toxina Cry8Kas.

Spot pl Massa
A1 4,17 80,2
A2 4,19 80,2
A3 4,3 78,9
A4 4,44 84,5
A5 4,55 84,5

A partir da analise destes spots via sequenciamento de novo utilizando
MALDI-TOF-TOF, apenas uma proteina foi identificada. O restante nao péde ser
identificado devido ao baixo numero de seqléncias de A. grandis nos bancos de
dados. O peptideo sequenciado corresponde a uma V-ATPase (Figura 19) e é
derivado do spot A1, indicando que as proteinas visualizadas correspondem a
isoformas das mesmas visualizadas no gel unidimensional, ou demonstrando
modificagcdes pos-traducionais. Entretanto, A2, A3, A4 e A5 nao foram
identificadas. Nenhum spot com tamanho correspondente a banda A do gel

unidimensional foi identificado nos blots.
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IXP_001604685.1] TVGDPVLRTGKPLSVELGPG I LGS IFDGIQRPLKDINELTGSIY IPKGVNTPALSRTIAW 60
o

| XP_001604685.1] EFNPLY IKNGSHITGGDMYG I VHENTLVKHKM I LPPKAKGTVTY IAPAGNYTVEDVVLET 120
[Cl] e
| XP_001604685.1] EFDGEKTKYTMLQVWPVRQPRPVTEKLPANHPLLTGQRVLDSLFPCVQGGTTAIPGAFGC 180
[Cl] e
| XP_001604685.1] GKTVISQALSKYSNSDVI1YVGCGERGNEMSEVLRDFPELTVEIDGVTESIMKRTALVAN 240
[cl KTV ESQALSKY = m o o o 11
R
Peptideo 1
| XP_001604685.1] TSNMPVAAREASIYTGITLSEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEALRE I SGRLAEMPADSGY 300
[ClT e
| XP_001604685.1] PAYLGARLASFYERAGRVKCLGNPDREGSVS 1VGAVSPPGGDFSDPVTSATLGIVQVFWG 360
1o e — RLASFYERAGRY = — = = — — o e 23
Peptideo 2
| XP_001604685.1] LDKKLAQRKHFPSINWL ISYSKYLRALDDFYDKNFQEFVPLRTKVKEILQEEEDLSEIVQ 420
I RALDDFYDKNFAEFVPLRT-———————————————— 42
Spot Al
| XP_001604685.1] LVGKASLAETDKITLEVAKLLKDDFLQQNSYSPYDRFCPFYKTVGMLRNMIAFYDMARHA 480
[Cl e
| XP_001604685.1] VESTAQSDNKITWNVIRDSMGN I LYQLSSMKFKDPVKDGEAKIRSDFDQLHED IQQAFRN 540
[Cl e
|XP_001604685.1] LED 543
[C] --—-

Figura 19: Superposi¢cdo dos peptideos derivados da banda C (Figura 15), em
azul, e do spot A1 das figuras 17 e 18, em vermelho, com a proteina V-
ATPase subunit A (cédigo de acesso XP_001604685.1). Os peptideos
derivados de A2, A3, A4 e A5 nao foram identificados.
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4.3 Avaliagdo do potencial de competicdo entre as toxinas CrylAc e

Cry8Kab por receptores in vivo

Como as toxinas Cry1Ac e Cry8Ka5 sdo capazes de reconhecer as
mesmas proteinas no intestino de A. grandis, um bioensaio foi conduzido com o
intuito de investigar o papel funcional destes ligantes na toxicidade. Desta forma,
se a toxina Cry1Ac fosse capaz de competir pelos receptores de Cry8Ka5, uma
alteracdo na toxicidade deveria ser detectada. O bioensaio com larvas de A.
grandis foi realizado com quatro tratamentos: 1) controle negativo (agua); 2)
Cry1Ac (160 pg); 3) Cry8Ka5 (160 ug) e 4) Cry1Ac (160 pg) e Cry8Ka5 (160 ug).
Cada tratamento foi repetido seis vezes, com doze individuos por repeticao.
Houve uma diferenga significativa entre o tratamento 3 e os demais (Tabela 4),
como validado pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas (Tabela 5 e
Figura 20). Estes resultados indicam que, in vivo, a toxina Cry1Ac compete com

Cry8Kab5 pelos sitios de ligagédo aos receptores, inibindo o seu modo de agéo.

Tabela 4: Experimento de competicdo entre toxinas Cry1Ac e Cry8Ka5 por
receptores em bioensaios com larvas de A. grandis. Tratamentos: 1)
Controle negativo; 2) Cry1Ac; 3) Cry8Ka5; 4) Cry8Ka5+Cry1Ac.

Tratamento N Média (% mortalidade) Desv. Pad. EPM

1 6 22,19a 10,1 4,12
2 6 22,18a 11,37 4,64
3 6 48,6b 13,35 5,45
4 6 20,8a 12,63 5,15

F=7,624, com 3 graus de liberdade
Letras iguais indicam que n&o ha diferenga significativa entre os tratamentos.

EPM, erro padrao da média; N, numero de repetigdes; Desv. Pad., Desvio Padréo.

63



Tabela 5: Comparagao entre os tratamentos do experimento de competicdo in
vivo entre as toxinas Cry1Ac e Cry8Ka5 no intestino de A. grandis.
Houve diferenca significativa apenas entre o tratamento 3 e os
demais. Tratamentos: 1) Controle negativo; 2) Cry1Ac; 3) Cry8Kab;

4) Cry8Ka5+Cry1Ac.

Comparacdo Diferenca de médias (% mortalidade) P  P<0,050
3vs. 4 27,778 0,003  Sim
3vs.2 26,42 0,005  Sim
3vs. 1 26,41 0,005 Sim
1vs. 4 1,368 0,997 Nao
1vs.2 0,01 1 Nao
2vs. 4 1,358 0,997 Naéo

Teste de Tukey para comparagdes multiplas

P<0,05 indica diferenga significativa entre os tratamentos.

60 -

50 4

——o

30 4

o iR

10 4

% mortalidade

—— W

Controle CrylAc I CryBKab Clry1;-'-\c+Cry8K5|15
Tratamento

Figura 20: Representagéo grafica dos tratamentos do bioensaio com A. grandis.
O controle negativo nao diferiu estatisticamente com o tratamento
contendo Cry1Ac e Cry1Ac+Cry8Ka5. A competicdo de Cry1Ac pelos
receptores parece ter diminuido a toxicidade de Cry8Ka5. Barras
indicam o erro-padréo e letras iguais indicam que n&o ha diferenca
significativa entre os tratamentos.
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5. DISCUSSAO

A compreensao dos eventos moleculares envolvidos nos receptores de
insetos para toxinas Cry €& uma parte crucial no controle do uso destes
biopesticidas. Estas informacdes permitem o desenvolvimento de toxinas mais
ativas, com maior especificidade, além de controle sobre mecanismos de

resisténcia.

Neste trabalho, foi descrita a identificacdo de proteinas do proteoma de
BBMVs de A. grandis capazes de interacdo com toxinas Cry. Para tal, foram
utilizadas as técnicas de eletroforese 1D, 2DE e espectrometria de massa. Em
ambas as técnicas eletroforéticas, as proteinas estdo desnaturadas, embora
constituam as estratégias mais utilizadas para caracterizagdo inicial de
receptores. Isto aliado ao fato que as toxinas Cry sdao capazes de reconhecé-los
devido a exposicao dos epitopos de ligacdo (DANIEL et al., 2002). Entretanto,
como demonstrado por KEETON et al. (1998), diversos fatores, como a
preparagao das BBMVs, a membrana de transferéncia (nitrocelulose ou PVDF), o
agente de bloqueio e o detergente utilizado nos tampdes de incubacgao e bloqueio
influenciam os resultados de forma drastica. Desta forma, podem haver outros

ligantes para as toxinas testadas, variando-se os métodos utilizados.

Todos os receptores para toxinas Cry descritos até hoje sdo proteinas de
membrana, sendo esta a classe mais dificil de analisar via eletroforese
bidimensional, dada sua hidrofobicidade e insercdo em bicamadas lipidicas
(BRAUN et al., 2007; RABILLOUD et al., 2008). Adicionalmente, a técnica possui

limitagdes quanto a proteinas com peso molecular muito elevado (acima de 120
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kDa) (OH-ISHI & MAEDA, 2002). Isto explica o fato da proteina de ~120 kDa,
identificada em 1D, nao ter sido detectada via 2DE. Outras limitacbes inerentes a
eletroforese bidimensional sdo proteinas de peso molecular abaixo de 15 kDa
(BOSCHETTI et al., 2007) ou pouco abundantes (AHMED & RICE, 2005). Ainda
assim, a técnica de eletroforese bidimensional aliada a identificacdo de proteinas
via espectrometria de massa é a abordagem mais utilizada em estudos

protedmicos (SUSS & SOLIMENA, 2008).

A identificacdo de receptores via cromatografia de afinidade contendo
toxinas Cry imobilizadas ja foi utilizada por LIAO et al. (2005) e KAUR et al.
(2007). Os autores utilizaram BBMVs de Helicoverpa armigera e células de
cultura, respectivamente. Entretanto, BBMVs tém natureza lipossémica, podendo
formar agregados contendo varias proteinas diferentes, dificultando a purificagao
por meios cromatograficos. Além disso, dependem de detergentes para aumentar
a solubilidade a tampdes. Todavia, em ambos 0s casos, as proteinas identificadas

eram também capazes de ligagao a toxinas Cry sob condigdes desnaturantes.

A técnica de Peptide Mass Fingerprinting ndo se mostrou eficaz para a
identificacdo das proteinas. Isto devido ao escasso numero de sequéncias de
coledpteros e, consequentemente, de A. grandis depositadas nos bancos de
dados, resultando em scores de baixa probabilidade ou n&o significativos. As
informacdes geradas pelo sequenciamento de novo, entretanto, possibilitaram
contornar essa limitagdo, sendo que homologos de duas classes de proteinas, V-

ATPase e Heat-Shock proteins, foram identificadas.

66



A interacao de toxinas Cry com V-ATPases em condi¢des desnaturantes ja
foi previamente reportada por KRISHNAMOORTHY et al. (2007) e por JURAT-
FUENTES & ADANG (2007), no lepidoptero Heliothis virescens. Estas enzimas
estao localizadas nas membranas apicais de células caliciformes, sendo a fonte
de energia primaria para secregao e absorg¢ao, servindo como um transportador
de H'/K" eletrogénico pelo epitélio do intestino dos insetos (WIECZOREC et al.,
1999). As diferentes subunidades dessa enzima tém papéis distintos na regulagao
e atividade catalitica, sendo baixo o numero de sequéncias conservadas entre

elas.

Embora Cry1Ac ndo possua toxicidade sobre vertebrados, a inibicdo de V-
ATPases de mamiferos foi relatada por ENGLISH & CANTLEY (1986) em
cachorro e por RANI & BALARAMAN (1997) em ratos. Em insetos, ENGLISH &
CANTLEY (1985) demonstram inibigdo de uma ATPase K' - sensitiva em
Manduca sexta por uma d-endotoxina. Estas enzimas de fato desempenham um
papel na toxicidade, tendo em vista o modelo de influxo de ions e alcalinizacdo do
citoplasma, como revisado por WOLFERSBERGER (1992). CANDAS et al.
(2003), em um estudo de protedbmica, demonstraram aumento de expressao de V-
ATPases em larvas resistentes de Plodia interpunctella, sugerindo que isto
resultaria em um elevado estado energético no tecido intestinal, facilitando a

resisténcia.

As V-ATPases também estdo envolvidas no mecanismo de agcao de outras
toxinas, como a toxina diftérica (UMATA et al., 1990), as toxinas derivadas de
Bacillus anthracis (antraz) (JEFFERIES et al., 2008), as toxinas fungicas

Destruxin e Efrapeptin (BANDANI et al., 2001), além de interiorizagdo de virus
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envelopados, como o Influenza (HINTON et al., 2009). No entanto, o mecanismo
de acao de Cry8Ka5 nao parece ser mediado pela inibicado da V-ATPase, uma vez
que (i) Cry1Ac também é capaz de reconhecer esta proteina e (ii) pelo fato de
Cry1Ac nao ser toxica para A. grandis, como reportado por SIMS (1995) e
avaliado no bioensaio deste trabalho, incubando-se as larvas na presenca de
ambas toxinas. As V-ATPases s&o responsaveis na regulagdo do pH
citoplasmatico, que é um provavel sistema de sinalizagdo (DOW et al., 1997). O
bloqueio destas enzimas em culturas de células aumenta a suscetibilidade a
apoptose (NISHIHARA et al., 1995). Assim, o mecanismo de agdo de Cry8Ka5
pode corroborar com o modelo de toxicidade proposto por ZHANG et al. (2006),

no qual as toxinas Cry agem por um mecanismo de morte celular programada.

Este é o primeiro trabalho demonstrando a interacdo direta entre toxinas
Cry e proteinas Heat-shock. As HSP pertencem a um grupo de chaperonas
moleculares que s&o expressas constitutivamente (Heat shock Cognates) ou
induziveis. Elas est&o classificadas em familias de acordo com a massa molecular
aparente. Sob condi¢des adversas, como temperaturas elevadas, estresse
oxidativo, infeccdo ou inflamacdo, o aumento da expressdo de HSP esta
associada a protegcdo celular contra os efeitos gerados por essas condi¢des
(POLLA et al., 2007). Em mamiferos, as HSP-70 podem estar presentes no meio
extracelular, conferindo tolerdncia a endotoxinas lipopolissacaridicas (ANEJA et
al., 2006; KUSTANOVA et al., 2006). Recentemente, uma HSP-70 foi descrita
como acoplada a membrana, servindo de receptor para um virus de encefalite

(DAS et al., 2009).
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Algumas toxinas protéicas dependem das HSP para atingir as formas
ativas. Como exemplo, a ricina na forma inativa interage com uma HSP-70
citoplasmatica, podendo ou n&o atingir a forma catalitica, dependendo das co-
chaperonas que regulam a HSP (SPOONER et al., 2008). A toxina diftérica, cuja
forma catalitica parte do lumen de endossomos, depende de HSP-90 para atingir

o0 meio externo das células (RATTS et al., 2003).

No caso das toxinas Cry, HUFFMAN et al. (2004) detectaram um aumento
na expressao de HSP em C. elegans quando em contato com Cry5B, embora
neste caso a resposta tenha sido inespecifica. NAIR & DEAN (2008) propuseram
que todos os dominios de toxinas Cry1A inserem-se em BBMVs de Manduca
sexta. Assim, pode-se sugerir a HSP-70 encontrada no presente trabalho n&o
deva atuar como receptor, mas como parte do mecanismo de defesa molecular do
inseto contra toxinas internalizadas. Todavia, uma vez que € amplamente aceito
que as toxinas Cry formam poros na membrana, os estresses osmoético e
oxidativo poderiam resultar em aumento da expressao de HSPs. Assim, embora
especulativo, também ¢é possivel que a interagdo Cry-HSP desregule o

mecanismo de protecao celular do inseto.

A proteina de ~120 kDa, visualizada apenas nos géis unidimensionais, néo
pbdde ser identificada. Um grande numero de receptores do tipo aminopeptidase N
(APN) foi descrito com esta massa molecular, em experimentos utilizando a
mesma técnica baseada em blot do presente trabalho (como exemplo, KNIGHT et
al., 1994; SANGADALA et al., 1994; DENOLF et al., 1997; YAOI et al., 2004) . As
APNs pertencem a uma familia de enzimas que clivam aminoacidos neutros das

porcdes N-terminal de polipeptideos. Em insetos, as APNs s&o presas a
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membrana por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (AGRAWAL et al.,
2002), contrastando com os vertebrados, onde um N-terminal hidrofébico as
insere na membrana (SEMENZA, 1986). Como revisado por PIGGOT & ELLAR
(2007), Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba, Cry1Ca e Cry1Fa ja foram descritas
como ligantes de APN. Os dados baseados na ligagdo destas enzimas a toxinas
Cry sao, entretanto, complexos. Muitas APNs sédo expressas simultaneamente no
intestino dos insetos, podendo variar em tamanho, atividade e modificagcdes pos-
traducionais, particularmente dificeis de reproduzir via expressao heterdloga
(GARNER et al., 1999). Outro problema, descrito por MARTINEZ-RAMIREZ et al.
(1994), ocorre pelo fato de outra classe de receptores, as caderinas, ser sensivel
a degradagao proteolitica, formando produtos de ~120 kDa. Assim, podem ser
confundidas com APNs em experimentos de ligagao.

A validagao das moléculas identificadas neste trabalho como receptores
pode ser feita pela expressdo dos genes correspondentes em células de insetos
(JURAT-FUENTES & ADANG, 2006) ou em insetos nao-suscetiveis (GILL &
ELLAR, 2002). Para tal, o desenho de primers a partir da sequéncia N-terminal
dos ligantes identificados constitui uma boa estratégia. O silenciamento génico
também pode ser utilizado para identificar um receptor (SIVAKUMAR et al., 2007).
Entretanto, a utilizacdo da técnica baseada em RNA de interferéncia pode ser
letal em A. grandis, particularmente no caso da V-ATPase (BAUM et al., 2007;
PRICE & GATEHOUSE, 2008).

A resisténcia de insetos a toxinas Cry tem sido amplamente reportada em
laboratério. Como a deflagragcdo da atividade destas toxinas requer muitos

passos, diversos mecanismos de resisténcia foram descritos. Entre eles estao
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alteragdes nas constantes cinéticas de interacao toxina-receptor (VAN RIE et al.,
1990; MASSON et al., 1995; SIQUEIRA et al., 2006), alteracao na glicosilagédo do
receptor (JURAT-FUENTES et al., 2002), falta de expressdao de receptor
(HERRERO et al., 2005) e perda de sitios de ligagdo (RAUSSEL et al., 2000). Na
maior parte destes casos, uma alta afinidade entre toxinas e receptores é
correlacionada com alta toxicidade, enquanto baixa afinidade & correlacionada
com baixa toxicidade. Embora esta interagdo seja necessaria, ela ndo é capaz de
desencadear a morte celular per se, como reportado por LI et al. (2004), assim
como a alta afinidade entre as moléculas nem sempre denota alta toxicidade
(HIGUCHI et al., 2007). Desta forma, é possivel inferir que o bloqueio do
mecanismo de agcado de Cry8Ka5 neste trabalho se deve a uma maior afinidade de
Cry1Ac pelas moléculas receptoras, sendo que outros requisitos que nédo a
afinidade sao necessarios para desencadear o efeito toxico. Outra hipdtese é a de
que as toxinas podem interagir entre si formando agregados, resultando na
inibicao da atividade toxica.

O Unico mecanismo de resisténcia em que o0s receptores nao
desempenham papel central na atividade das toxinas € a mudanga no perfil de
proteinases intestinais descrito por KARUMBAIAH et al. (2007). De acordo com
este modelo, as protoxinas ndo seriam ativadas pelo inseto, impedindo as etapas
subsequentes de ligagcao ao receptor e morte das células intestinais. Entretanto,
nas variedades transgénicas as toxinas sdo expressas na forma ativa, nao
dependendo de ativagao prévia por proteinases do organismo-alvo.

Tendo em vista que a resisténcia € geneticamente recessiva (MORIN et

al., 2003), algumas estratégias sdo empregadas para que estes mecanismos nao
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ocorram em campo. Entre estas estdo as zonas de refugio, em que uma area é
reservada para plantio de variedades nao transgénicas (TABASHNIK, 2001). Os
insetos provenientes destas areas tém menor probabilidade de exibir resisténcia a
toxinas Cry. Desta forma, podem acasalar com insetos tolerantes provenientes de
plantios transgénicos, diluindo a resisténcia. Na auséncia dessas areas, uma
resposta rapida a selegao € possivel (MEIHLS et al., 2008). A alta expressao de
toxina pela planta, cerca de 25 vezes a quantidade necessaria para matar 99%
dos insetos (EPA 1998), é tdo importante quanto as areas de refugio. Desta
forma, os insetos heterozigotos ndo sobrevivem a exposi¢do ao plantio Bt,
mantendo a resisténcia funcionalmente recessiva.

Outra forma de controle de desenvolvimento de resisténcia é a
piramidizacdo de genes. Nesta estratégia, duas ou mais toxinas sdo expressas
pela planta, diminuindo as chances de um inseto desenvolver resisténcia.

Este é o primeiro trabalho a relatar a inibigdo in vivo de uma toxina Cry por
outra toxina do mesmo grupo. No Brasil, as variedades de algodoeiro transgénico
expressam a toxina Cry1Ac, efetiva no controle de lepidopteros-praga. Entretanto,
0 bicudo do algodoeiro € a praga mais importante, e a insercdo do gene que
codifica Cry8Ka5 pode ser uma alternativa ao controle quimico. Embora as
condi¢cdes de campo nao tenham sido simuladas, a inibicdo do mecanismo de
acao de Cry8Ka5 por Cry1Ac demonstrada neste trabalho pode tornar o co-plantio
Ou co-expressao inviavel.

Assim, foram identificadas proteinas de A. grandis capazes de interagao
com toxinas Cry. Isto representa um passo fundamental na compreensdo dos

eventos moleculares envolvidos no modo de acao desses biopesticidas.
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Different isolates of the soil bacterium Baciflies thuringiensis

produce multiple crystal (Cry) proteins toxic to a variety of

insects, nematodes and protozoans. These insecticidal Cry
toxins are known to be active against specific insect orders,
being harmless to mammals, birds, amphibians, and
reptiles. Due to these characteristics, genes encoding
several Cry toxins have been engineered in order to be
expressed by a variety of crop plants to control insect-
pests. The cotton boll weevil, Anthenomus grandis, and the
fall armyworm, Spedoptera frugiperda, arve the major
economically devastating pests of cotton crop in Brazil,
causing severe losses, mainly due to their endophytic habit,
which results in damages to the cotton boll and floral bud
structures. A cryfia-type gene, designated cryffal2, was
isolated and cloned from the Br 5811 strain. Nucleotide
sequencing of the crydfaf2 gene revealed an open reading
frame of 2160 bp, encoding a protein of 719 amino acid
residues in length, with a predicted molecular mass of 81
kDa. The amino acid sequence of Cryllall is 99%
identical to the known Crylla proteins and differs from
them only in one or two amino acid residues positioned
along the three domains involved in the insecticidal activity
of the toxin. The recombinant Cry1lal2 protein, corresponding
to the crylfal2 gene expressed in Escherichin coli cells,
showed moderate toxicity towards first instar larvae of
both cotton boll weevil and fall armyworm. The highest
concentration of the recombinant Cryllall tested to

#To whom correspondence should be addres
Tel: 55-61-3448-4705; F: 5-61-3340-3624
E-mail: fatimasagocenargen.embrapa.be

achieve the maximum toxicities against cotton boll weevil
larvae and fall armyworm larvae were 230 pg/mL and
S ug/mL, respectively.  The herein  demonstrated
insecticidal activity of the recombinant Cryllall toxin
against cotton boll weevil and fall armyworm larvae opens

promising perspectives for the genetic engineering of

cotton crop resistant to both these devastating pests in
Brazil.

Keywords: dnthonomus grandis, Bt toxan, Coleoptera, Cotton,
Crylla, £ coli expression, Lepidoptera, Spodopters frugipenda

Introduction

Bacillus thuringiensis (B1), a well-known entomopathogen, 15
a Gram-positive spore-forming bacterium, which forms parasporal
crystal (Cry) protein mclusions during the stationary growth
phase (Bravo ef al, 1998; Schnept ef of, 1998). These crystal
mnclusions are produced by one or more insecticidal proteins,
which can exhibit toxicity and specificity toward a select
group of Lepidopteran, Coleopteran and Dipteran insect
species. The crystals are solubilized by the alkaline conditions
existing in the midgut lumen of susceptible msect larvae,
releasing Cry protoxins, which are enzymatically processed
and converted mnto active Cry toxins (de Maagd er af., 2003).
After activation the toxms interact with specific cell surface
docking molecules and destroy the brush border membrane
mtegrity by pore formation. These pores disrupt the osmotic
regulation of the msect intestinal epithelium resulting in cell
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The coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari), is an important devastating coffee pest
worldwide. Both trypsin and chymotrypsin enzyme activities from H. hampei larval midgut can be
inactivated by proteinaceous enzyme—inhibitors. A serine proteinase inhibitor belonging to the
Bowman—Birk class was purified from a wild accession of Phaseolus coccineus L. seeds. The inhibitor
(PcBBI1) is a cysteine-rich protein that is heat-stable at alkaline pH. MALDI-TOF/MS analysis showed
that PcBBI1 occurs in seeds as a monomer (8689 Da) or dimer (17 378 Da). Using in vitro inhibition
assays, it was found that PcBBI1 has a high inhibitory activity against H. hampei trypsin-like enzymes,
bovine pancreatic chymotrypsin, and trypsin. According to this, PcBBI1 could be a promising tool to
make genetically modified coffee with resistance to coffee berry borer.

KEYWORDS: Bowman-Birk inhibitor; Hypothenemus hampei;, Phaseolus coccineus; Proteinase inhibitor

INTRODUCTION

The coffee berry borer (CBB). Hypothenemus hampei (Fer-
rari). is widely considered to be the most devastating pest of
coffee crops worldwide (7). Both larvae and adults can penetrate
the fruit berries to feed on and reproduce in the endosperm,
thereby causing a severe reduction in the yield and quality of
the final product (2). Attack by this insect also creates new sites
for secondary infection by bacteria and fungi (3). On the basis
of the feeding behavior of larval and female CBB, different
control measures, including biological control and biotechno-
logical strategies, have been used as an alternative to environ-
mentally hazardous chemical insecticides (4). Proteinase in-
hibitors (PI) are potential defense molecules against insect pests
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in crop plants (5-7). and the introduction of PI genes into
economically important crop plants has become a promising
alternative for controlling such pests (8, ¥). The report by
Valencia et al. (/0) on the trypsin and chymotrypsin activities
of the H. hampei larval gut provides new perspectives for the
use of PI genes to produce transgenic coffee plants resistant to
CBB.

Proteinase inhibitors of the Bowman—Birk class (BBI), a
major class in legume seeds, contain two active sites that are
primarily associated with the inhibition of the digestive enzymes
trypsin and chymotrypsin (/7). In recent years. BBIs have
received enormous attention because of their vital role in the
defense mechanisms of plants against insect pests, especially
during germination and initial seedling growth. Several roles
for PIs have been suggested in plants, including the natural
regulation of proteolysis, a key metabolic process that requires
tight control ({2).

Plant proteinase inhibitors have been widely studied, and their
deleterious effects on Lepidoptera and Coleoptera ({3, 14) makes
them attractive agents for the biological control of insect
pests (15, 16). Studies using transgenic plants containing PI
genes have shown that cowpea BBI confers enhanced resistance

© 2007 American Chemical Scciety
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Impacto do algodoeiro Bt na dinamica populacional
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Resumo — O objetivo deste trabalhe for desenvelver um protocolo experimental para avaliar o impacto
do algodoeiro Bt na bionomia e na escolha de plantas para colonizacio pelo pulgio-do-algodoeiro (Aphis
gossypii). A bionomia do pulgio foi avaliada em casa de vegetagdo com insetos criados em gaiolas individuais
com plantas de algodio Bt, da vaniedade DP 404 BG (Bollgard). ou sua 1solmmha nio transformada DP 4049.
Gaiolas contendo vasos com plantas de algodoeiro Bt & nio-Bt foram usadas como arena de escolha, para a
avaliagio de preferéncia de adultos alados. O periodo pré-reprodutivo e reprodutivo, a longevidade, a curva
de sobrevivéncia, a produgio de prole total e didna por fémea e a curva acumulada de produgio de prole da
populagio ndo apresentaram diferencas significatrvas. Nio fo1 observada diferenca na escolha de plantas para
colonizacie por individuos alados, o que indica taxas equivalentes de colonizacdo nas populacdes iniciais.
O algodoeiro Bt nio afeta a dindmica populacional de 4. gossypii e niio aumenta seu potencial de risco como
praga.

Termos para indexaco: Aphis gossypii, biosseguranca, organismo geneticamente modificado, praga nio-alve,
toxina Cry.

Impact of Bt cotton on the population dynamics
of the cotton aphid in greenhouse

Abstract — The objective of this work was to develep an expenimental protocol to assess the mmpact of
Bt cotton on bionomics and on plant choice for dphis gossypii colonization. The bionomics of the cotton
aphid was assessed in greenhouse with msects reared in mdividual cages containing Bt cotton plants of the
vanety DP 404 BG (Bollgard) or 1ts nontransformed 1soline DP 4049, Cages with Bt cotton and non-Bt cotton
were used as choosing arena for evaluation of winged adults preference. There was no significant difference
for pre-reproduction period (immature phase). reproduction period. longevity, survivorship curve total and
daily production of offspring by female, and curve of accumulated production of offspring by the population.
There was no preference of colomzation for anv plant by winged adults, which indicates equivalent rates of
colonization of the mitial populations. Bt cotton plants do not affect the population dynamics of 4. gassypii.
and do not increase its potential risk as pest.

Index terms: Aphis gossypii, biosafety, genetic modified organism, nontarget pest, Cry toxin.
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Introducao

O pulgao-do-algodoeiro — Aphis gossypii Glover
(Hemiptera: Aphididae) — é uma das principais pragas
do algodoeiro em razdo dos danos diretos. causados
pela succdo do floema. e indiretos pela transmissdo
de wviroses. Além disso, uma substincia acucarada
("honevydew™). exsudada pelo pulgdo, favorece a
ocorréncia de fungos (fumagina) que prejudicam a
qualidade das fibras do algodoeiro na fase final de seu
ciclo (Fontes et al.. 2006).

Essa praga coloniza o algodoeiro desde a fase de
plantula e se reproduz de forma rapida e abundante
por partenogenese telitoca e seu desenvolvimento,
sobrevivéncia e fecundidade sdo afetados por fatores
externos, como temperatura e alimentacio (Xia et al.,
1999:; L et al., 2003). Essas caracteristicas permitem
que o afideo produza varias geracdes e altas densidades
populacionais a cada safra. o que favorece a rapida
selecdo de individuos resistentes a fatores do ambiente

restritivos ao seu crescimento populacional (Liu et al.,
2003).
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