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“Conta certa lenda, que estavam duas criangas patinando num lago
congelado. Era uma tarde nublada e fria, e as criangas brincavam
despreocupadas. De repente, o gelo quebrou e uma delas caiu, ficando presa
na fenda que se formou. A outra, vendo seu amiguinho preso, e se
congelando, tirou um dos patins e comecou a golpear o gelo com todas as
suas forcas, conseguindo por fim, quebra-lo e libertar o amigo.
Quando os bombeiros chegaram e viram o que havia acontecido,
perguntaram ao menino:

- Como voceé conseguiu fazer isso? E impossivel que tenha conseguido
quebrar o gelo, sendo tdo pequeno e com maos tdo frageis!

Nesse instante, um ancido que passava pelo local, comentou:

- Eu sei como ele conseguiu.

Todos perguntaram:

- Pode nos dizer como?

- E simples: - respondeu o velho.

- Ndo havia ninguém ao seu redor para lhe dizer que ndo seria capaz.”

Albert Einstein
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1. RESUMO

No Brasil, a cultura da cana-de-agucar (Saccharum gfficinarum L.) possui grande
destaque, com aproximadamente 40% da producdo mundial. Apresenta estimativa de
producdo de 571.471,0 milhdes de toneladas para a safra 2011/2012, sendo uma
alternativa interessante e ecologicamente correta para a producdo de fontes de energia
renovaveis. Embora o Brasil esteja classificado entre os lideres mundiais na producéo
de cana-de-agucar, regibes como o Nordeste e o0 Sudeste apresentam problemas
econdmicos relacionados a danos causados pelo ataque de insetos-praga, destacando-se
a broca gigante da cana-de-acgUcar (Telchin licus licus) (Lep.: Castniidae) e a broca da
cana-de-aclcar (Diatraea saccharalis) (Lep.: Crambidae), respectivamente. A
dificuldade no controle dessas pragas estd no fato de possuirem habito endofitico, que
impede a acdo dos inseticidas quimicos. Neste contexto, vérias proteinas entomotdxicas
tém sido descritas como potenciais candidatas para o controle de insetos-praga. As
toxinas Cry ou 0-endotoxinas, secretadas pela bactéria gram-positiva Bacillus
thuringiensis (Bt), sdo moléculas efetivamente usadas no controle de insetos-praga,
devido a sua especificidade e toxicidade a algumas ordens de insetos. Nesse trabalho, o
objetivo é selecionar toxinas Cry eficazes contra T. I. licus, aplicando as técnicas de
DNA shufjling e Phage display. Resultados de bioensaios utilizando cepas de Bt (Bt sor.
kurstaki S2195 e S1905 e Bt sor. tolworthi S135 e S62) e larvas de loinstar de T. I. licus
indicaram alta mortalidade nos tratamentos com Bt sor. kurstaki. Os genes cry presentes
nessa sorovariedade de Bt foram determinados e ensaios de dilatacdo osmaética baseados
em espalhamento de luz, indicaram que as toxinas CrylAa, CrylAb, Cryl Ac, Cryllal2
e Cry2Aa foram capazes de formar poros nas BBMVs de T. I licus. Em bioensaios
contendo tratamentos com as mesmas toxinas Cry (1 mg/mL) e larvas de T. I. licus foi
demonstrada efetividade, com taxa de mortalidade de aproximadamente 90%. Visando a
obtencdo de novas moléculas de genes cry através da técnica de evolugcdo molecular in
vitro (DNA shuffling), a anélise de seqliéncias nucleotidicas entre os genes crylAa,
cryllal2 e cry2Aa foi realizada e os dois primeiros genes foram escolhidos para serem
recombinados por essa técnica, pois apresentam maior identidade nucleotidica. Apds o
DNA shuffling, foi obtida uma biblioteca combinatéria contendo 1,36 x 106 genes
crylAa e cryllal2 variantes. Antes de iniciar a selecdo das variantes Cry utilizando
Phage display (biopanning), os receptores presentes nas membranas do intestino

(BBMVs) das larvas de broca gigante da cana-de-aclcar foram testados quanto a sua



qualidade e apresentaram um enriquecimento de 7,0 a 13,5 vezes em relacdo as enzimas
marcadoras testadas. Foram selecionados cinco genes cry variantes mostrando afinidade
as BBMVs de T. I licus. Estes foram expressos em E. coli e as proteinas validadas por
bioensaios e em ensaios de ligacdo as BBMVs. Foram identificadas duas toxinas
Cry1lal2 variantes com aumento na atividade entomotdxica de 2,5 a 3,5 vezes,
comparado com a toxina selvagem, além da atividade da toxina Cry2Aa demonstrada
ser efetiva contra o inseto-praga em questdo; atividades entomotdxicas essas sujeitas a
protecdo sob a forma de patente. Os resultados aqui apresentados serdo utilizados para a
construcdo de vetores de expressdo em plantas para uso na transformacgdo genética de

cana-de-agUcar, visando a resisténcia a broca gigante da cana-de-acgucar.

Palavras-chave: Toxinas Cry, Broca gigante da cana-de-agucar, Telchin licus licus, DNA

shuffling, Phage display.



2. ABSTRACT

In Brazil, the sugarcane crops (Saccharum officinarum) have great eraphasis, with
approximately 40% world production. It presents estimated production about 571
million tonnes for the 2011/2012 harvest, with an interesting and environmentally
friendly altemative for the production of renewable energy sources. Although Brazil is
ranked among the world’s leading producers of sugarcane, regions like the Northeast
and Southeast have economic problems related to damage caused by the attack of insect
pests, especially the sugarcane giant borer (Telchin licus licus) (Lepidoptera:
Castniidae) and sugarcane borer (Diatraea saccharalis) (Lepidoptera: Crambidae),
respectively. The difficulty in controlling these pests is the fact that they have
endophytic habit, blocking the chemical insecticides action. In this context, several
entomotoxic proteins have been described as potential candidates for the control of
insect pests. Cry toxins or 0-endotoxins secreted by Gram-positive bacterium Bacillus
thuringiensis (Bt) are effectively used to control insect pests because of their specificity
and toxicity of some insect orders. In this work, the goal is creating and selecting Cry
toxins effective against T. I. licus, using the DNA shuffling and Phage display molecular
techniques. Bioassays results using Bt strains (Bt sor. kurstaki S2195 and S1905 and Bt
sor. tolworthi S135 and S62) and I instar T. I licus larvae showed high mortality in
treatments with Bt sor. kurstaki. The cry genes were present in that serovars were
determined and osmotic swelling assays based on light scattering indicated that CrylAa,
CrylAb, CrylAc, Cryllal2 and Cry2Aa toxins were able to form pores in T. I licus
BBMVs. In bioassays with the same Cry toxins (1 mg/mL) and T. I licus larvae,
effectiveness was demonstrated, with a mortality rate of approximately 90%. In order to
obtain new molecules for in vitro molecular evolution application, nucleotide sequences
analysis between crylAa, cryllal2 and cry2Aa was held and the first two were chosen
to be recombined by this technique therefore have higher nucleotide identity. After DNA
shuffling, a combinatorial library was obtained containing 1.36 x 106variant crylAa and
cryllal2 genes. Before start selecting Cry variants using Phage display (biopanning),
the receptors present in sugarcane giant borer midgut membranes (BBMVs) were tested
for their quality and exhibited enrichment from 7.0 to 13.5-fold relative to marker
enzymes tested. We selected five genes showing affmity to T. I. licus BBMVs. These

were expressed in E. coli, validated by bioassays and BBMVs binding assays. We



identified two variant Cryllal2 toxins exhibiting increased activity of 2.5 to 3.5 times
compared to wild toxin; further the Cry2Aa toxin activity showed to be effective against
the insect pest in question, activities subject to protection under patent. The results
presented here will be used for the expression vectors construction in sugarcane genetic

transformation, in order to resistance to sugarcane giant borer.

Keywords: Cry toxins, sugarcane giant borer, Telchin licus licus, DNA shuffling, Phage
display.



3. INTRODUCAO

3.1. Cana-de-acucar e o agronegocio brasileiro

A cana-de-acucar (Saccharum spp L.) é uma planta de grande relevancia para a
agricultura mundial pertencente a familia Poaceae e a classe monocotiledénea. As
principais espécies surgiram na Oceania (Nova Guiné) e na Asia (india e China)
enquanto que as variedades cultivadas no Brasil e no mundo sdo hibridos
multiespecificos. As principais caracteristicas dessa familia sdo a inflorescéncia em
forma de espiga, o crescimento do caule em colmos, as folhas com laminas de silica em
suas bordas e a bainha aberta (Diola and Santos 2010). Seu cultivo data de 20 mil anos,
guando era utilizada para a extracdo de um xarope com propriedades medicinais. Por
sua grande capacidade de acimulo de sacarose e facilidade de cultivo, a cana-de-agucar
logo interessou a portugueses e espanhdis e, durante o século XVI, foi introduzida no
continente americano (SIAMIG 2011). As espécies do género Saccharum estdo
incluidas na tribo Andropogoneae, a qual consiste de espécies de gramineas que se
desenvolveram nos Velho e Novo Mundo. Os mais importantes membros cultivados
desta tribo sdo o milho (Zea mays) e o sorgo (Sorghum bicolor) (Daniels and Roach
1987), além da prépria cana-de-agucar.

O recente retomo aos aumentos no pre¢o do petréleo, as perspectivas de
esgotamento das reservas, 0s riscos geopoliticos decorrentes da dependéncia do petrdleo
de paises politicamente instdveis e 0s compromissos mais sélidos com a questdo
ambiental fizeram renascer a atencdo nas fontes alternativas de energia (Tabela 1)
(Bastos 2007).



PRIMEIRA GERACAO SEGUNDA GERACAO

(TECNOLOGIAS COMERCIALIZADAS) (TECNOLOGIAS EMERGENTES)
Matéria-Prima Uso Matéria-prima Uso
Milho, cana-de- Etanol Residuos agricolas, Metano, etanol
acucar, melaco e como palha de milho, celulésico, usina

sorgo palha de trigo e arroz, elétrica

esterco e bagaco
(residuos de cana-de-
acucar e talo de

sorgo)
Soja e outros 6leos Biocombustivel Biomassa de Etanol celulésico e
vegetais, gordura florestas, como usina elétrica
reciclada, gordura de residuos de madeira,
origem bovina madeira
Residuos urbanos de Metano, etanol
madeira e aterros celulésico,
eletricidade
Plantas herbaceas, Etanol celuldsico e
como gramineas usina elétrica

switchgrass (Panicum
virgatum), miscanthus,
capim-amarelo
(Phalaris anindinacea),
sorgo doce, alfafa

A importancia da cultura da cana-de-actcar vem aumentando ao longo dos
anos, uma vez que, além de ser utilizada para a producdo de acucar, alimentacdo animal,
energia e fertilizantes, também se apresenta como uma fonte para a producdo de
combustiveis renovaveis, possuindo rapido crescimento e alta producdo de energia por
hectare (Hartemink 2008). Para produzir biomassa em atendimento a necessidade
energética da humanidade sem competir com a producdo de alimentos, deve-se priorizar
a producdo de plantas fibrosas em vez de amilaceas e oleaginosas (Sticklen 2008).
Nesse contexto, plantas fibrosas, como a cultura da cana-de-agUcar, apresentam
vantagens, como (i) plantas de alta eficiéncia energética, (ii) crescimento perene e
dossel de longa duragdo para permitir a colheita durante a maior parte do ano, (iii)
possibilidade de aplicacdo de tecnologia agricola de produgdo em grande escala, (iv)
serem de facil e eficiente transformacdo em formas utilizaveis de energia e (v) de
possuirem exploracdo sustentavel econdémica e ambientalmente (Matsuoka et al. 2010).

O Brasil ocupa posicdo destacada na producdo mundial de etanol a partir da
cana-de-acucar. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB
2011), a previsdo do total de cana-de-aclcar a ser moida na safra 2011/2012 € de 571,5
milhdes de toneladas em uma &rea total de aproximadamente oito milhdes de hectares.

Destes, 47,3% serdo destinados a producdo de agUcar enquanto que 52,7% a producédo



de etanol, o que permitira produzir 22,8 bilhdes de litros de alcool. Esses valores
colocam o Brasil em primeiro lugar entre os maiores produtores de cana-de-agucar,
seguido por india, Tailandia e China (USDA 2010). Os principais fatores que
permitiram ao pais chegar a esse patamar foram a disponibilidade de terras
agricultdveis, um custo total de producdo reduzido, a larga experiéncia nacional, a
grande demanda por aclcar e o aumento da necessidade de utilizacdo de fontes de
energias limpas e renovaveis (Goldemberg 2007).

Num contexto mais generalizado, a safra agricola brasileira de 2011/2012 esta
na ordem de 160,3 milhdes de toneladas. O resultado est4 0,3% acima da safra anterior,
com variagdo positiva de 2,7% na &rea plantada. Esse desempenho coloca o pais entre
0s mais competitivos do mundo, com capacidade de atender ao aumento da demanda
por alimentos. O Brasil j4 é um dos principais fornecedores de proteinas no mercado
internacional de alimentos, destinando o excedente de sua producdo a 215 destinos do
globo. O agronegdcio brasileiro registrou até outubro de 2011, U$ 202 bilhdes em
exportagdes, 0 que ja superava o valor contabilizado em todo ano de 2010, que foi
recorde na série histdrica do pais. Dentre os produtos comercializados no agronegécio, o
actcar foi o de maior importancia nas exportacdes, sendo responsavel por 18% das
exportacdes e assumindo o segundo lugar no ranking de produtos exportados, ficando
atrds apenas da soja (MAPA 2011). Quanto ao etanol, houve uma reducdo consideravel
nas exportacdes, devendo-se principalmente ao fato de os Estados Unidos terem
comprado menos, uma vez que diminuiram os custos de produc¢éo e transporte de etanol
de milho, tornando-os os principais produtores de etanol vegetal em todo o mundo
(USDA 2010). Para aumentar a competitividade do etanol brasileiro no mercado
internacional, serdo necessarios maiores investimentos em infraestrutura, construcdo de
dutos para diminuir custos de transporte, formacéo de estoques reguladores e aumento
no rendimento das plantas (BNDES 2008). Os fatores abidticos, como 0s estresses
hidrico e salino, e fatores abio6ticos, como virus, fungos, nematdides e insetos-praga,

sendo esse ultimo de destacada importancia, interferindo no rendimento das plantas.

3.2. Insetos-praga de impacto econdmico na cultura canavieira

Aproximadamente 85 espécies de insetos estdo identificadas como causadoras
de danos a lavoura canavieira no Brasil, diminuindo a sua produtividade e/ou a
qualidade do produto. Dentre estas, algumas sdo consideradas pragas importantes, em

alguns casos com abrangéncia nacional e em outros, regional (Macedo et al. 2010).



Entre os diversos insetos-praga que atacam a cana-de-agucar, estdo incluidos os
cupins, Hetterotermes tenuis (Hagen, 1858), Procornitermes spp., Neocapritermes spp.,
Nasutitermes spp., Syntermes molestus (Burmeister, 1839), Amitermes spp.,
Rynchotermes spp., Cornitermes spp. (Isoptera: Termitidae), a cigarrinha-da-folha,
Mahanarva posticata (Stal, 1855), a cigarrinha-da-raiz, M. fimbriolata (Stal, 1854)
(Homoptera: Cercopidae), o Migdolus, Migdolus fiyanus (Westwood, 1863)
(Coleoptera: Cerambicidae), a lagarta elasmo, Elasmo lignosellus (Zeller, 1848)
(Lepidoptera: Pyralidae), a broca peluda, Hyponeuma taliula (Schaus, 1904)
(Lepidoptera: Noctuidae), os bicudos da cana-de-aglcar, Metamasius hemipterus (L.,
1765) e Sphenophorus levis (Varrie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae), as salvas, Atta
bisphaerica (Forel, 1908), A. capiguara (Gongalves, 1944), A. laevigata (F. Smith,
1858). Além disso, a cultura da cana-de-aglcar é alvo de ataque por consideravel
nimero de fitonematodides, com maior destaque para os dos géneros Meloidogyne e
Pratylenchus, com importancia para o Brasil, as espécies Meloidogyne incdgnita
(Kofoid e White) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e Pratylenchus zeae
Graham (Cadet e Spaull, 2005) (Macedo et al. 2010).

No cendario brasileiro, os insetos-praga causadores de maiores danos sdo: a
broca da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis (Fabr. 1794; Lepidoptera: Crambidae),
um inseto lepidoptero, que ap6s completo desenvolvimento larval atinge 30 mm e a
broca gigante da cana-de-acglcar, Telchin licus licus (Drury 1773; Lepidoptera:
Castniidae), outro inseto lepiddptero que, no final da fase larval, atinge at¢é 90 mm
(Figura 1), apresentando controle bastante dificil devido a inacessibilidade as lagartas

que ficam no interior do colmo.



Figura 1. Principais insetos-pragas que atacam a cana-de-acucar no Brasil. Broca da
cana-de-acUcar, D. saccharalis: (A) Lagarta (www.viarural.com.ar) e (B) Espécime adulto
(USDA); Broca gigante da cana-de-aclcar, T. L licus: (C) Lagarta (Avelar Branddo) e (D)
Espécime adulto (Heraldo Negri).

As lagartas, quando atacam as plantas de canas-de-agucar novas, causam 0S
conhecidos “cora¢Bes-mortos” (Figura 2A). Em plantas adultas, ocorre perda de peso,
brotacdo lateral, quebra e atrofiamento de entrends. A penetracdo de fungos (Fusarium
moniliforme e/ou Colletotrichum falcatum) nas galerias abertas pelas brocas, muito
comum ap0s o ataque das lagartas, ocasiona, por sua vez, a podriddo vermelha (Figura
2B), que determina a inversdo da sacarose, diminui¢do da pureza do caldo, aumento de
gomas e contaminantes, reduzindo o rendimento industrial da cana-de-aglcar
(Planalsucar 1977).


http://www.viarural.com.ar

Figura 2. Sintomas de ataques a cultura da cana-de-acucar. A. “Coragdo-morto”:
sintoma de ataque de D. saccharalis e B. Podriddo vermelha: infeccdo pelos fungos F
moniliforme e/ou C.falcatum (Borém et al. 2010).

A D. saccharalis ocorre em todas as regifes onde se cultiva cana-de-agucar no
Brasil, enquanto que T. I licus predomina na regido Nordeste, especialmente nos
estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (Mendonca et al.
1996). Também foi encontrada no estado de Sdo Paulo, causando grande preocupagao
por tratar-se de uma praga que causa, anualmente, prejuizos na ordem de 35 milh&es na
regido Nordeste e, projeta-se, até 400 milhdes de reais, por safra, na regido Sudeste
(Almeida et al. 2007). Estes dados sdo alarmantes e requerem medidas para evitar uma
perda de competitividade do setor sucroalcooleiro nacional. E uma medida preventiva,
seria tornar a cana-de-agUcar resistente a insetos-praga, através de transformacédo

genética com genes de interesse ou por melhoramento genético classico.

3.3. Melhoramento genético da cana-de-acucar

Os programas de melhoramento utilizados rotineiramente para a cana-de-
aclcar sdo baseados em cruzamentos interespecificos. No inicio dos trabalhos de
melhoramento geneético da cultura, foram realizados cruzamentos entre S. officinarum,
uma espécie domesticada produtora de aglcar, que contém 2n = 80 cromossomos e S.
spontaneum, uma espécie selvagem contendo 2n = 40-128. O hibrido obtido foi
submetido a retrocruzamentos com S. officinarum, resultando em plantas com maior
teor de acucar, caracteristica principal da S. officinarum combinado com a resisténcia a

doengas e estresses caracteristicas de S. spontaneum (Matsuoka et al. 2009). Apesar do



sucesso na obtencdo de plantas melhoradas, nem sempre essa é a melhor estratégia a ser
utilizada, uma vez que o numero cromossémico entre as espécies silvestres pode ser
muito diferente, o que gera hibridos estéreis e retarda em até 15 anos o processo de
obtencdo de plantas com caracteristicas agrondmicas desejaveis (Lakshmanan et al.
2005). Além disso, o mercado consumidor de cana-de-acglcar e seus derivados vém
crescendo aceleradamente em todo o mundo, bem como a preocupagdo com 0 Mmeio
ambiente. Tudo isso exige que o setor sucroalcooleiro produza cada vez mais em menos
tempo para atingir a crescente demanda do mercado. Dessa forma, a utilizacdo de
ferramentas biotecnoldgicas e a transformacdo de plantas vém ganhando mais espago
como estratégias promissoras para a obtencdo de cultivares mais produtivas e
resistentes, além de serem menos prejudiciais a0 meio ambiente e reduzirem 0s custos
de producdo (Ndbrega and Domelas 2006).

A modificacdo genética da cana-de-acUcar pode ser uma ferramenta poderosa
por introduzir caracteristicas como resisténcia a patdgenos e a doencas em variedades
comerciais de cana-de-agucar, aumentar seu desempenho agrondémico e obtencdo de
actcar. Além disso, a modificacdo genética pode ser usada para aumentar a biomassa da
cana-de-agUcar e reduzir o custo de produgdo do etanol celulésico de segunda geragéo,
por expressar nestas plantas enzimas necessérias para converter celulose em acucares
fermentaveis (Borém et al. 2010).

Os primeiros experimentos de transformagdo de cana-de-aglcar objetivaram a
insercdo de genes que conferiam resisténcia a antibidtico e tolerncia a herbicida
(Bower and Birch 1992; Arencibia et al. 1997). Num segundo momento, para se obter
uma variedade cana-de-agUcar resistente a insetos, foram utilizados genes cry: crylAc,
crylF, cry3A, cry3Bbl e vip3A provenientes da bactéria Bacillus thuringiensis (Lu et al.
1994; Arencibia et al. 1997; Ingelbrecht et al. 1999; Dal-Bianco et al. 2011).

O sequenciamento do genoma da cana-de-aglicar apresenta-se como um
desafio devido a sua estrutura altamente polipldide e aneupldide com um conjunto de
genes preditos numa faixa de 10 a 12 cdpias (alelos). O genoma monopldide é estimado
em cerca de 1 Gb, mas o alto nivel de polimorfismos requer novos algoritmos de
montagem que podem levar em conta a variacdo alélica e um alto teor de regibes
repetitivas. Obter-se um genoma monopléide de referéncia para esta cultura é um dos
grandes desafios na atual genébmica (Macedo et al. 2010). Dentre as ferramentas
biotecnol6gicas que vém sendo desenvolvidas, o SUCEST (Sugarcane Expressed

Sequence Tags) sequenciou mais de 290 mil seqiiéncias de diferentes partes da planta



como raiz, caule e folhas, em diferentes estagios de desenvolvimento, sob diferentes
condi¢cBes ambientais e/ou na presenca de patdgenos. Dessa maneira, diversos genes
envolvidos com a resposta a estresse hidrico, resisténcia a insetos, metabolismo e
desenvolvimento da planta foram identificados (Souza and Silva 2002). Este banco de
dados esta sendo complementado para incluir dados protedmicos e metabolémicos, bem
como marcadores moleculares, sequéncias genémicas e promotores (Paterson et al.
2010).

O uso de diferentes técnicas de introducdo dos genes de interesse no genoma
da planta surge como uma forma de evitar os problemas provenientes da complexidade
genética das variedades de cana-de-aglcar, decorrente do elevado nivel de ploidia e
ocorréncia de aneuploidia, que constituem os principais obstaculos para a geracdo de
variedades geneticamente melhoradas por métodos convencionais (Lakshmanan et al.
2005). Dessa forma, diversas técnicas foram desenvolvidas e testadas em cana-de-
acucar, destacando-se a transformacdo genética mediada por aceleragdo de
microparticulas (biobalistica), onde vérios tecidos ja foram testados com sucesso,
mesmo exigindo tempo para regeneracdo e apresentando uma eficiéncia de
transformacdo de 0,1% que pode variar de acordo com a variedade em estudo. Além
disso, outra metodologia que tem sido utilizada com sucesso envolve Agrobacterium
tumefaciens, apresentando vantagens como: nimero baixo de coOpias do transgene,
levando a poucos problemas com eventos de co-supressdo e instabilidade dos genes
(Enriquez et al. 2000; Lakshmanan et al. 2005; Borém et al. 2010). Dentre os diferentes
genes que podem ser utilizados para transformar cana-de-aglcar, como genes para
inibidores de proteinases (Prasad et al. 2010), para toxinas VIP (Heméndez-Rodriguez

et al. 2009), podendo ser destacados os genes cry (Bravo et al. 2011).

3.4. Toxinas Cry

3.4.1. Aspectos gerais

O Bacillus thuringiensis (Bt), é uma bactéria de solo, aer6bia, Gram
positiva, que se caracteriza pela produgdo de inclusGes protéicas cristalinas no momento
da sua esporulacdo (Figura 3). Estes cristais podem conter uma ou mais proteinas
inseticidas, denominadas 06-endotoxinas ou proteinas Cry, as quais apresentam peso
molecular entre 40 e 140 kDa. Essas proteinas pertencem a um grupo de proteinas

conhecidas como toxinas formadoras de poros e seus efeitos téxicos sdo devidos a



formacdo de poros i6bnicos na membrana das células epiteliais do intestino de insetos
(Bravo et al. 2005). As propriedades inseticidas de Bt foram reconhecidas muitos anos
antes da bactéria ser identificada, com alguns relatos sugerindo que o0s esporos de Bt
teriam sido usados no Antigo Egito. Na Era Moderna, a bactéria foi isolada em 1901
pelo bidlogo japonés Shigetane Ishiwatari durante uma investigacdo de uma doenca de
bichos-da-seda, e o0 nomeou de Bacillus sotto. Dez anos depois, a mesma bactéria foi
isolada por Ernst Berliner de um inseto lepidoptero Ephestia kuehniella doente na
provincia alema de Thuringia, e foi denominada Bacillus thuringiensis (Ahmad et al.

2005).

Figura 3. Bacillus thuringiensis. Durante sua fase de multiplicacdo as bactérias sintetizam proteinas que

se acumulam na periferia dos esporos (a) na forma de cristais (b) (Bobrowski et al. 2003).

As propriedades inseticidas dos cristais foram descobertas quando
lagartas de E. kuehniella mortas foram encontradas com esporos e cristais. O contato
direto entre os esporos/cristais e lagartas saudaveis ndo tinham efeito, mas quando os
esporos e os cristais cobriram folhas e foram ingeridos pelas lagartas, as mesmas
pararam de se alimentar e morreram. Apds reconhecer o potencial de Bt como
inseticidas, Heckmann e colaboradores (2006) isolaram a cepa de Bt descoberta por
Ernst e os testes de campo realizados com a broca européia do milho (Ostrinia
nubilalis) deram resultados com o desenvolvimento do inseticida & base de Bt, Sporeine

(Husz 1930).



Essas toxinas sdo, portanto descritas como potenciais candidatas no
controle de insetos-praga (Carlini and Grossi-de-Sa 2002; Christou et al. 2006). Suas
propriedades inseticidas afetam diversas ordens de insetos, além de outros tipos de
invertebrados, como nematdides e acaros (Marroquin et al. 2000). Sdo amplamente
descritas na literatura (Hofite and Whiteley 1989; Feitelson et al. 1992; Schnepf et al.
1998; Bravo et al. 2005; Bravo and Sober6n 2008) e especialmente interessantes devido
a sua especificidade e por serem indcuas a vertebrados e insetos ndo alvos. O efeito de
culturas Bt em macroorganismos tem sido estudado em experimentos de laboratorio e
de campo, indicando que as toxinas Cry ndo sdo tdxicas a esses organismos (Ahmad et
al. 2005; Heckmann et al. 2006; Vercesi et al. 2006; Liu et al. 2009; Bai et al. 2010). O
Bt, ao longo do tempo, tem sido utilizado como um inseticida microbiano, sendo
considerada uma alternativa para substituir a aplicacdo de inseticidas quimicos
sintéticos na agricultura comercial, no manejo florestal e no controle de mosquitos
vetores de uma variedade de doencas humanas e animais. Além disso, é fonte para isolar
genes para aplicagdo na geracdo de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga
(Hofte and Whiteley 1989; Patten et al. 1997).

3.4.2. Modo de acéo

As estruturas tridimensionais de algumas toxinas Cry (CrylAa,
Cry1Ac, Cry2Aa, Cry3A, Cry3Bbl, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry8Eal) ja foram resolvidas (Li
et al. 1991; Grochulski et al. 1995; Derbyshire et al. 2001; Galitsky et al. 2001; Morse
et al. 2001; Boonserm et al. 2005; Boonserm et al. 2006; Guo et al. 2009), indicando
gue sdo formadas por trés dominios (Figura 4). O dominio | consiste de um feixe de sete
a-hélices antiparalelas, com a hélice central (a5) hidrofobica, rodeada por hélices
anfipaticas (Li et al. 1991), sendo muito semelhante ao dominio formador de poros da
colicina A (Parker et al. 1989). O dominio Il é constituido por trés folhas p-antiparalelas
e duas a-hélices curtas, que conferem a especificidade de ligacdo aos receptores (Dean
et al. 1996). O dominio Il consiste de duas folhas P-antiparalelas, altamente
enoveladas, contendo a regido C-terminal da maioria das proteinas, estando fortemente
envolvido na estabilidade estrutural da molécula inteira, além da especificidade ou
formacdo do poro em conjunto com o dominio | (Rukmini et al. 2000). Apds o
alinhamento das toxinas Cry, foi mostrada a presenca de cinco blocos de sequéncias
comuns a grande maioria dessas proteinas; e a presenca ou auséncia desses blocos

caracterizam os subgrupos da familia das toxinas Cry. O bloco conservado 1 esta na



hélice central do dominio I, o bloco 2 estd na interface dos dominios IlI-11l, o bloco 3
esta na ligacdo entre os dominios Il e Ill, o bloco 4 esta na folha @central do dominio

Il e 0 bloco 5 esta no final do dominio Il (de Maagd et al. 2001).

Dominio 111

Dominio |

Dominio 11

Figura 4. Estrutura tridimensional da toxina CrylAa, mostrando seus
dominios. Adaptado de Pigott and Eliar, 2007.

O modelo de acdo das toxinas Cry é controverso. De acordo com o
modelo de formacdo de poros, baseado em interagbes da CrylAb com BBMVs do
inseto lepidéptero Manduca sexta (Bravo et al. 2004), a ligacdo da toxina Cry ativa a
proteina receptora caderina resulta numa alteracdo estrutural que favorece a protedlise
da toxina, resultando na formacdo de oligbmeros, os quais tém a afinidade de ligagédo
aumentada para /V-aminopeptidases e provavelmente outras proteinas ancoradas a GPI
que se localizam em regibes especificas da membrana chamadas lipid rafts (Zhuang et
al. 2002). De acordo com este modelo, uma concentracdo de oligdmeros de toxina
localizada nos lipid rafts leva a inser¢do na membrana, seguido pela formagdo de um
poro que resulta em choque osmotico as células do intestino médio e, finalmente, na

morte do inseto. Outro modelo para a morte das células do intestino médio envolve a



transducdo de sinais, no qual a CrylAb monomérica liga-se ao receptor BT-Ri e inicia
uma cascata de sinalizacio dependente de Mgg4', gue ativa uma via intracelular que leva
a apoptose (Zhang et al. 2005). Um terceiro modelo foi proposto, no qual elementos dos
modelos de formacdo de poros e de transdugdo de sinal sdo combinados (Jurat-Fuentes
and Adang 2006), utilizando como modelo o inseto lepidéptero Heliothis virescens para

investigar receptores da toxina Cry 1Ac.

Eaattm Jfcwrmgmisiz (Si) SelubiSzagéo Ativacao
Cristal de |ngest§_o
toxina 3:
Septicemia
Cadenna Morte da larva
iJ£ 2yaC> ac Insercéo na
Ohfotnsro
rerqwBr B Yj%raﬂ:f da Toxina Proteina Membrana
4*  qiTraxi ancorada a GPI

| b 10>

Cdilas de Intestino Poros levam a Morte celular
Médio do Inseto lise celular

Ativacgao da via
de morte celular

Figura 5. Esquema ilustrando os modelos para a a¢do das toxinas Cry. (1) Modelo de formacdo de poros proposto
por Bravo et al. 2004, (2) Modelo de transducdo de sinais proposto por Zhang et al. 2005, (3) Modelo hibrido,
envolvendo elementos dos modelos (1) e (2) proposto por Jurat-Fuentes and Adang, 2006. Figura adaptada de
http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html.

3.5. Biotecnologia e toxinas Cry

3.5.1. Plantas geneticamente modificadas (GM) expressando
toxinas Cry
As primeiras plantas geneticamente modificadas (GM) resistentes a
insetos foram produzidas em 1987, quando genes cry foram expressos em tabaco

(Arencibia et al. 1997). Desde entdo, o numero de paises que passaram a utilizar as


http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html

culturas GM tém aumentado de forma constante. Em 2011, 16,7 milhGes de agricultores
em 29 paises cultivaram lavouras GM, com uma area global plantada de 160 milhdes de
hectares. O Brasil produz soja, milho e algoddo GM resistentes a insetos (utilizando
genes cry) e a herbicidas, numa area de 30,3 milhdes de hectares, posicionando-se em
2011 como o segundo maior produtor mundial (James 2011).

Atualmente, encontram-se descritas na literatura 70 familias de
toxinas Cry, com seus diversos subtipos agrupados de acordo com a homologia de suas
seqliéncias nucleotidicas (Crickmore 2012). Nem todas as proteinas produzidas por Bt
agregam-se em um cristal; algumas cepas de Bt secretam proteinas em sua fase de
crescimento vegetativa, as chamadas proteinas VIPs (Vegetative Insecticidal Protein)
(Estruch et al. 1996). Para se determinar as suas atividades pesticidas, além de
considerar a anélise de sequéncias e a classificacdo das diversas toxinas Cry em familias
e subfamilias, devem ser realizados bioensaios a fim de definir o nivel de toxicidade
contra cada alvo, como compilados em Frankenhuyzen (2009). Nessa revisdo de
literatura, o autor reuniu dados de centenas de bioensaios feitos com 125 toxinas versus
163 espécies de insetos, onde o espectro de atividade das toxinas testadas foi
sumarizado por ordens de insetos. Na tabela 2, sdo mostradas as culturas transformadas

com genes cry para resisténcia a insetos.



Cultura Genes Ordem de insetos-alvo  Principais espécies-alvo

Algodao crylAc Lepidoptera Heliothis virescens, Peclinophora
gossypiella, Helicoverpa zea,
Helicoverpa armigera
crylAb/c H. virescens, P. gossypiella, H. zea,
H. armigera
crylAc+cpTlI P. gossypiella. H. armigera
crylAc+cry2Ab H. virescens, P. gossypiella, H. zea,
H. armigera
crylA+crylF Spodoptera spp.
crylF H. virescens, H. zea, Spodopera

» exigua, Pseudoplusia includens
H. virescens, H. zea, P. gossypiella,
S. exigua. P. includens,
Trichoplusia ni, Spodoptera
Jrugiperda, Bucculatrix thurberiella

H. virescens, P. gossypiella, H. zea,

vip3A+crylAb

H. armigera
Milho CryIAb Ostrinia nubilalis
crylAb+mcry3A Lepidoptera, Coleoptera 0. nubilalis, Diabrotica spp.
CryIF Lepidoptera O. nubilalis, S.frugiperda, Diatraea

grandiosella, Striacosta albicosla,

Agrotis ipsilon, H. zea
cry34Abl+cry35Abl Coleoptera Diabrotica spp.
cry34Abl+cry35Abl +crylFa2 Lepidoptera, Coleoptera 0. mibilalis, Diabrotica spp.



Batata

Tomate

Arroz

Berinjela

Cruciferas

mcrySA

*

cry3Bbl
crylA.105+cry2Ab2
crylA.105+cry2Ab+cry3Bbl+cry34Abl+cry35ADbl+cryl Fa2

vip3Aa20+mcry3A+crylAb

cry3A
crylAc

crylAb
crylAb/c

crylAc
cryl

Coleoptera

Lepidoptera
Lepidoptera, Coleoptera

Lepidoptera, Coleoptera

Coleoptera ¢

Lepidoptera

Diabrotica vigifera vigifera,
Diabrotica berberi, Diabrotica
vigifera zeae

Diabrotica spp.
Ostrinia spp., S.frugiperda

H. zea, O. nubilalis, S.frugiperda,
D. grandiosella, Diatraea
saccharalis, S. albicosta. A. ipsilon,
D. v. vigifera, D. berberi. D. v. zeae
H. zea, O. nubilalis, S.frugiperda,
D. grandiosella, Diatraea
saccharalis, S. albicosta, A. ipsilon,
Pseudaletia unipunctata, D.
crambidoides, Papaipema nebris,
D. v. vigifera, D. berberi, D. v. zeae

Leptinotarsa decemlineata

H. virescens, P. gossypiella, H.
armigera, H. zea
H. virescens, P. gossypiella, H. zea,
H. armigera
Scirpophaga incertulas, Chilo
suppressalis

Leucinodes orbonalis

Plutella xylostella



Desde 1986, os primeiros testes de campo foram desenvolvidos com
culturas Bt. Plantas de tabaco GM expressando um gene que codificava a porgdo N-
terminal da CrylAa proveniente de Bt sorov. kurstaki HD-73 foram obtidas, com o
objetivo de testa-las contra o ataque do inseto lepidoptero Helicoverpa zea (Hoffmann
et al. 1992). Plantas contendo dois ou mais genes diferentes, constitui uma técnica
denominada piramidizacdo, que tem o potencial de retardar significativamente a
evolugdo da resisténcia dos insetos comparada com as culturas com um unico gene
(Zhao et al. 2003; Zhao et al. 2005), além de aumentar a atividade das toxinas Cry. Por
exemplo, nos Estados Unidos e no Canada, milho GM com trés genes foi cultivado, um
para controlar o inseto lepidéptero O. nubilalis, um para controlar o inseto coledptero
D. virgifera e um terceiro gene para tolerdncia a herbicida (James 2011), outros
exemplos de piramidizacdo sdo a criagcdo da toxina hibrida CrylAb/Cry3A, que foi
toxica a D. virgifera (Walters et al. 2010) e a fusdo da toxina CrylBa truncada e o
dominio Il da Crylla, onde plantas de batata expressando esta toxina recombinante
apresentaram resisténcia ao coledptero Phthorimaea operculella e ao lepidoptero O.
nubilalis (Naimov et al. 2003).

As vantagens de usar culturas Bt sdo a redugdo do uso de inseticidas
quimicos na lavoura, o controle efetivo de insetos-praga, o aumento do rendimento das
lavouras, além de permitir o controle de insetos-praga secundarios por organismos

benéficos e redugdo dos niveis de toxinas fungicas (Betz et al. 2000).

3.5.2. Culturas Bt liberadas comercialmente no Brasil
As culturas contendo genes Bt que foram liberadas comercialmente no

Brasil estao sumarizadas nas tabelas 3-5:



SOJA

Variedade Genes inseridos Proteinas expressas Resisténcia
Herbicida glifosato de amonio e insetos
MON 87701 x MON 89788 cp4 epsps e crylAc CP4 EPSPS e Cry 1Ac lepidépteros Anticarsia gemmatalis e

Pseudoplusia includens

Tabela 4. Culturas de algoddo contendo genes Bi, que foram liberadas comercialmente no Brasil (CTNBio 2011).

ALGODAO
Variedade Genes inseridos Proteinas expressas Resisténcia
BOLLGARDI crylAc CrylAc Insetos lepiddpteros Alabama argillacea,
Pectinophora gossypiella e Heliothis virescens
WIDESTRIKE crylAc, crylF e bar CrylAc, CrylF e PAT Insetos lepiddpteros e herbicida glifosato de
amonio
BOLLGARD II crylAc e cry2Ab2 CrylAc e Cry2Ab2 Insetos lepidopteros A. argillacea, P.
gossypiella e H. virescens
Insetos lepiddpteros A. argillacea, P.
MON 531 X MON 1445 crylAc e cp4 epsps CrylAc e CP4 EPSPS gossypiella, H. virescens e Helicoverpa zea e
herbicida glifosato de amonio
TWINLINK crylAb, cry2A e bar CrylAb, Cry2A e PAT Insetos lepiddpteros e herbicida glifosato de

amonio



Variedade
GUARDIAN

Btll
TC1507
Btll X GA21

MON 810 X NK603

MIR162
MON 89034
TC1507 X NK 603
Btll XMIR162XGA21
MON 89034 X NK 603
MONS88017

MONB89Q34 X TC1507 X NK603

MILHO

Genes inseridos Proteinas expressas HHIHHTt Resisténcia JHHHH
crylAb CrylAb Insetos lepidopteros Spodopterafrugiperda,
Helicoverpa zea e Diatraea saccharalis

crylA e bar HHH| CrylAePAT WEEEEE Insetos lepiddpteros e herbicida glifosato de

crylF e bar CrylF ePAT Insetos lepiddpteros e herbicida glifosato de
amonio

crylAb e bar CrylAb e PAT Insetos lepidopteros e herbicida glifosato de
amonio

crylAb e cp4 epsps CrylAb e CP4 EPSPS Insetos lepiddpteros S.frugiperda, H. zea e D.

saccharalis e herbicida glifosato de aménio
Insetos lepidopteros H. zea, S. frugiperda,

vip3Aa20 Vip3Aa20 Agrotis ipsilon, Ostrinia nubialis e Striacosta
albicosta
crylA.105 e cry2Ab2 CrylA.105 e Cry2Ab2 Insetos lepiddpteros
Insetos lepiddpteros S.frugiperda, D.
crylF e cp4 epsps CrylF e CP4 EPSPS saccharalis e H. zea e herbicida glifosato de
amonio
crylAb, bar, vip3A20 e mpsps CrylAb, PAT, Vip3A20 e mEPSPS Insetos lepiddpteros e herbicida glifosato de
amonio
crylA.105, cry2Ab2 e cp4 epsps CrylA.105, Cry2Ab2 e CP4 Insetos lepidopteros e herbicida glifosato de
EPSPS aménio
cry3Bbl e cp4 epsps Cry3Bbl e CP4 EPSPS Insetos coledpteros do género Diabrotica e

herbicida glifosato de amonio
crylA.105, cry2Ab2, crylF, bare  CrylA.105, Cry2Ab2, CrylF, PAT Insetos lepidopteros e herbicida glifosato de
cp4 epsps e CP4 EPSPS amonio



As culturas GM contendo genes Bt estdo ganhando cada vez
mais espaco no Brasil (Figura 6), implicando na reducdo do impacto dos inseticidas

quimicos no ambiente e nos trabalhadores rurais.

Figura 6. Padrao da adocédo da biotecnologia no Brasil (CTNBio 2012).

3.5.3. Cana-de-agUcar - Status das culturas Bt no Brasil

« Desde 1999, variedades de cana-de-agicar GM contendo genes

Bt estdo em fase de testes no Brasil (Tabela 6). A Comissdo Técnica Nacional de

Biosseguranga (CTNBI0) j& deferiu a liberacdo planejada no meio ambiente de diversos

eventos de cana-de-aclcar GM, ou seja, numa &rea restrita, sdo plantados espécimes

transformados e sdo observados seus desempenhos agrondmicos, além da interferéncia
na ecologia de espécies ndo-alvo (CTNBIio, 2011).

Esses espécimes contém tanto genes que conferem resisténcia

a herbicidas e estresse abiotico, quanto genes que conferem resisténcia a insetos-praga,

principalmente a broca da cana-de-acgUcar (D. saccharalis). Apés a realizagdo e anélise

de todos os testes de biosseguranga, o proximo passo serd a liberagcdo comercial.



Tabela 6. Diferentes genes em estudo em cana-de-aglcar geneticamente modificada (GM) (Borém et al. 2010)

Gene
cp4 epsps
pat
bxn
crylAb
crylAc
vip3A
neo
DREB2
P5CS
TPS
Si
SCLFY
GM-CSF

Proteina expressa
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
Fosfinotricina N-acetiltransferase
Nitrilase
CrylAb
CrylAc
Vip3A
Neomicina fosfotransferase
Elemento ligante responsivo de desidratagdo
1-pirrolina-5-carbaoxilato sintetase
Trealose fosfato sintase
Sacarose isomerase
Floriculata LEAFY-MADbox

Fator estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos

Fendtipo
Tolerancia ao glifosato
Tolerancia ao glufosinato de aménio
Toler&ncia ao bromoxinil
Resisténcia a insetos lepidopteros
Resisténcia a insetos lepiddpteros
Resisténcia a insetos lepiddpteros
Resisténcia a antibiético
Resisténcia a seca
Resisténcia a seca
Resisténcia a seca
Elevado teor de sacarose
Inibigdo ao florescimento
Acumulo de proteina sollvel total



3.6. Producdo de toxinas Cry com atividade intensificada: Evolugéo
mtolecular in vitro

Avangos nas técnicas de biologia molecular e nas técnicas aplicadas na érea de
Ibiotecnologia permitiram que a recombinac@o génica fosse empregada em experimentos
de evolug¢do molecular in vitro para o desenvolvimento de novas seqiéncias de DNA e
moléculas de proteinas (Peng et al. 2004). A aplicagdo desta metodologia permite a
construcdo de bibliotecas de &cidos nucléicos, a partir das quais as proteinas possam ser
ttraduzidas (Neylon 2004).

Os métodos para a construcdo de bibliotecas de DNA por evolugéo dirigida in
witro podem ser divididos em trés categorias. A primeira categoria envolve técnicas
onde as altera¢es sdo feitas ao acaso dentro de um conjunto de genes, utilizando-se de
ferramentas como o “error-prone PCR (epPCR)”.

A segunda consiste de métodos que envolvem randomizacdo em posigdes
especificas dentro de uma sequéncia génica, como por exemplo, o processo de extensdo
escalonado (StEP), no qual porcBes de seqliéncias conhecidas sdo fragmentadas e
misturadas em novas combinacdes (Zhao et al. 1998).

Na terceira categoria, por sua vez, estdo as técnicas de recombinagdo, nas quais
ndo se cria diretamente diversidade na seqiiéncia, mas combinam a diversidade existente
de novas maneiras. Dentre esta Gltima categoria de técnicas, destaca-se a de DNA
shuffling, gque consiste das seguintes etapas: (i) isolamento do(s) gene(s) a ser(em)
fragmentado(s); (ii) digestdo aleatdria de um ou mais genes com a enzima DNAse /,
resultando em um conjunto de fragmentos de DNA de tamanhos variados; (iii)
remontagem desses fragmentos em genes completos por PCR, sem adicdo de
oligonucleotideos iniciadores e, (iv) nova PCR, adicionando oligonucleotideos
iniciadores com sitios de restricdo para facilitar a subclonagem em vetores especificos
(Stemmer 1994b) (Figura 7).

A técnica de DNA shuffling tem sido utilizada para diversos fins, com objetivo
de se obter moléculas com caracteristicas desejadas, como a melhoria da cinética
enzimatica, geragdo de novas especificidades para determinados substratos, formacéo de
novos produtos ou modificacdo de enzimas para desempenho 6timo em ambientes
especificos (Lassner and Bedbrook 2001). Exemplos apresentando sucesso na aplicagéo
dessa técnica incluem o aumento da atividade hidrolitica de uma quitinase do fungo
Beauveria bassiana (Fan et al. 2007), a toxicidade adquirida da toxina quimérica

CrylBa/CryIDb contra Epiphyas postvittana (Knight et al. 2004) e a criagdo de



proteinas quiméricas, partindo de genes da familia do interferon-a humano, que
apresentram maior atividade em células de camundongo que o respectivo interferon-a
murino (Chang et al. 1999).

Os procedimentos originalmente descritos para a técnica de DNA shuffling
(Stemmer 1994a; Stemmer 1994b; Zhao and Arnold 1997) envolveram a digestdo
aleatoria de genes de varias familias e a remontagem dos mesmos em genes quiméricos.
No entanto, diversas adaptacfes do método original tém surgido, com o objetivo de
aumentar diversidade dos mutantes gerados. Exemplificando, enzimas de restricdo
(Kikuchi et al. 1999) ou endonuclease V (Miyazaki 2002) foram aplicadas nos
substratos de DNA fita dupla, na tentativa de aumentar a variabilidade genética das

novas moléculas geradas.
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Figura 7. Esquema ilustrando a recombinacao in vitro via DNA shuffling.

Apesar da eficiéncia comprovada da técnica de DNA shuffling, a mesma é um
método bastante laborioso, onde diversos fatores devem ser levados em consideragdo
durante a sua realizacdo, os quais podem alterar o resultado final. Muitas vezes, é
necessario aperfeicoar as condi¢cBes das reacdes para obter o DNA recombinado

completo (An et al. 2011).



Uma variacdo da técnica de DNA shuflling resultou no SPOP (“Shuffled
Proteins on Phages”) que consiste de ciclos consecutivos de DNA shuffling, seguido de
Phage display e selecdo funcional (Stoop et al. 2000), A técnica de Phage display
envolve a expressdo de proteinas ou peptideos na superficie de fagos filamentosos,
sendo apresentadas como um produto de fusdo a uma das proteinas da capa protéica de
um bacteriofago (Willats 2002) (Figura 8).

Essa técnica constitui uma das opgdes para a selecdo de proteinas ou peptideos
recombinantes, apresentando éxito para selecionar peptideos ou proteinas com
propriedades especificas de ligagdo (Smith 1985), estudar interacBes proteinas-ligantes
(Cesareni 1992) e alterar a afinidade de proteinas por seus ligantes (Neri et al. 1995).
Varios tipos de fagos ja foram utilizados na selecdo de proteinas Cry: a toxina CrylAc
foi fiisionada na proteina D do capsideo do fago lambda, (Feméndez et al. 2008), e a
toxina Cry8Kab foi corretamente apresentada e selecionada em fagos filamentosos,
como o M13 (Oliveira et al 2011), sendo utilizada para a evolugcdo molecular in vitro

dessas proteinas (Craveiro et al. 2010).

Proteina codificada
pelo gene 111

Proteina de interesse
Proteina codificada

pelo gene VIl

Figura 8. Phage display. A proteina de interesse é apresentada na superficie do fago, sendo fusionada a proteina
codificada pelo gene 11l ou gene VIII. Adaptado de Matsuura e Yomo, 2006.

Na aplicacdo de Phage display utilizando o fago filamentoso M I3, o0 DNA que
codifica a proteina ou o peptideo de interesse é ligado ao gene Il ou VIII, que
codificam as proteinas do capsideo Ill e VIII, respectivamente. Muitas vezes, multiplos

sitios de clonagem sdo utilizados para garantir que os fragmentos sejam inseridos nas



trés faises de leitura possiveis, assegurando que o fragmento de DNA seja traduzido na
fase de leitura correta. A fusdo gene do fago-DNA inserido é entdo transformada em
células de E. coli. Quando um fagomideo ¢é utilizado, as particulas de fagos ndo serdo
liberadas das células de E. coli até serem infectadas por um fago auxiliar, que permite o
empacotamento do DNA do fago e montagem dos virions maduros, com a proteina de
interesse como parte de seu capsideo ligado a proteina plll ou pVIIIl. A incorporagdo de
diferentes fragmentos DNA nos genes plll ou pVIII gera uma biblioteca, da qual as
proteinas de interesse podem ser isoladas (Smith 1985; Smith and Petrenko 1997).

No presente trabalho, a combinacdo das técnicas de DNA shuffling e Phage
display foi utilizada para explorar a grande diversidade de mutantes, apresentados em
bibliotecas de fagos, expressando proteinas funcionais, as quais foram selecionadas por
afinidade a BBMVs especificas ao inseto-alvo. Inicialmente, foram avaliadas cepas de
Bt na prospeccdo de genes cry apresentando atividade contra insetos lepidopteros. A
partir dai, foram selecionados variantes dos genes crylAa (Schnepf et al. 1985) e
cryllalZz (Grossi-de-Sa et al. 2007). Posteriormente, 0s novos genes serdo utilizados na
obtencdo de plantas de cana-de-agucar resistentes ao principal inseto-praga da planta (7.
[ licus).



4. HIPOTESE

Ao recombinar genes cry com especificidade para lepidopteros, aplicando
evolugdo molecular in vitro (DNA shuffling e Phage display), é possivel gerar novas
moléculas com atividade toxica intensificada para a broca gigante da cana de agucar
(Telchin licus licus).



5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo geral
Gerar e selecionar variantes de toxinas Cry por DNA shuffling
e Phage display, com potencial para uso no controle da broca
gigante da cana-de-agucar (T. I. licus).

5.2. Objetivos especificos

Conduzir bioensaios com cepas de Bt padrdo e larvas de T. |.

licus;

Conduzir bioensaios com genes cry recombinantes e larvas de

T. 1. licus;

Construir duas bibliotecas combinatérias com variantes das

toxinas CrylAa e Cryllal2;

Selecionar as variantes Cry com afinidade para proteinas
receptoras do intestino médio (BBMVs) da broca gigante da

cana-de-acgucar;

Validar as novas moléculas de toxinas Cry por meio de

bioensaios;

Analisar a estrutura-funcdo das novas moléculas relativa as

mutacdes geradas.



6. MATERIAIS E METODOS

Os meios de cultura, soluctes e tampdes estdo descritos nos anexos | e Il.

6.1. Linhagem bacteriana, vetores, fagomideo e fago auxiliar

Foi utilizada a linhagem bacteriana E. coli XL-1 Blue para as etapas de
transformacdo, producdo de particulas virais, amplificacdo e sele¢do de fagomideos. O
fagomideo utilizado para a clonagem da populacdo de genes para variantes das toxinas
CrylAa e Cryllal2 foi o pCOMB3X (Andris-Widhopf et al. 2000). Esse fagomideo
possui um codon &mbar (UAG) entre a extremidade 3’ do sitio de restricdo Sfi | e a
extremidade 5’ do gene Ill, permitindo a expressdo de proteinas sollveis em cepas
bacterianas ndo supressoras, sem a excisdo do gene Ill; uma seqiéncia com seis
histidinas (6X-HIS) para facilitar a purificacdo de proteinas solGveis e uma sequéncia
decapeptidica hemaglutinina (HA) inserida na extremidade 3’ da seqiiéncia 6-HIS
visando a deteccdo com anticorpo anti-HA.

Para a expressdo em fagos, foi utilizado o bacteriéfago VCSM13, derivado do
bacteri6fago M 13. Sua preparacdo seguiu o protocolo descrito por Barbas Il et al.,
(1991). E, para propiciar a subclonagem dos genes cry selecionados por biopanning em

um sistema de expressao homdlogo, foi utilizado o vetor pSVP27A.

6.2. Obtencdo dos Insetos

O material bioldgico deste estudo foram insetos em seus primeiros instares de
desenvolvimento obtidos de ovos coletados de fémeas de T. I. licus nos canaviais da
usina Triunfo, situada em Alagoas. Em laboratério, as larvas eclodiram e foram
mantidos em dieta artificial (caseina 2%, extrato de levedura 1%, agucar branco 6%,
acido ascorbico 1%, vitaminas 1,1%, mistura de sais de Wesson 0,75% (Walmon®),
colesterol 0,03%, cloreto de colina 0,3% e agua) em camara insetaria na EMBRAPA

Recursos Genéticos e Biotecnologia, até 0 momento de sua utilizacgao.

6.3. Obtencdo e preparacdo dos intestinos médios das larvas de T. L licus
As larvas de T. I licus foram colocadas em uma placa de Petri e os intestinos
retirados com o auxilio de uma lamina de bisturi, sendo depositados em tampdo MET
pH 7,5 contendo PMSF 1 mM. Os intestinos foram transferidos para um tubo (tipo

corex 50 mL) contendo o mesmo tampéo, entdo homogeneizados e centrifugados a 2500



X g por 5 minutos, a 4°C. O precipitado foi solubilizado em tampdo MET pH 7,5
contendo PMSF 1 mM e a centrifugacdo foi repetida. Apés solubilizagdo, o precipitado

foi dividido em aliquotas, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

6.4. Preparacdo das BBMVs (Brush Border Membrane Vesicles)

A extracdo das proteinas receptoras presentes nas vesiculas dos intestinos
médios (BBMVs) das larvas de T. I licus foi realizada de acordo com protocolo
adaptado (Wolfersberger et al. 1987). Os intestinos médios, obedecendo a uma relagao
peso/volume de 1/10, foram solubilizados em tamp&do MET pH 7,5, PMSF 1 mM e foi
adicionado igual volume de MgCI224 mM. Foram realizadas cinco centrifugacdes, trés
a 2500 x g por 15 minutos e duas a 30000 x g por 40 minutos, ambas a 4°C. O
sobrenadante foi sempre recuperado, até a Gltima centrifugagdo, e o precipitado final foi
solubilizado em tampdo TBS pH 7,4, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -
80°C.

6.5. Ensaios enziméticos

As atividades de fosfatase alcalina e leucina aminopeptidase, nas preparacées
de BBMVs, foram determinadas por espectrofotometria utilizando 4-nitrofenil fosfato
(PNPP) em tampdo dietalonamina, L-leucine-p-naphtilamida e o croméforo Fast Black
K, respectivamente (Sigma, St. Louis, MO).

Para determinar a atividade da fosfatase alcalina, cinco microlitros (1,5 |ig) de

BBMVs foram adicionados a 200 nL de pNPP 1 mg/mL em tampao dietalonamina 1 M,

incubado em temperatura ambiente por 12 minutos. Em paralelo, para a atividade da
leucina aminopeptidase foram utilizados cinco microlitros (1,5 ng) de BBMVs (em
tampéo fosfato pH 7,0) e incubado a 37°C por 15 minutos (Valencia 2009). Ao material
incubado foram adicionados cinco microlitros de Fast Black K 24 mM e cinco
microlitros de L-leucina-p-naphtilamida 14 mM. A leitura das absorbancias a 405 nm
(para ensaio com fosfatase) e a 595 nm (para leucina aminopeptidase) foram realizadas
a cada minuto, durante 5 minutos em temperatura ambiente. Os resultados foram
utilizados para calcular as atividades especificas das enzimas, em cada tempo, onde uma
unidade de atividade da enzima (Ul) foi definida como sendo o incremento de 0,01 nas

absorbancias a 405 e 595 nm.



6.6. Estirpes de Bacillus thuringiensis

Para a realizacdo de bioensaios contra larvas de T. I licus, foram utilizadas
quatro estirpes de Bt da colecdo de cepas da EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia: sorovariedade kurstaki - S2195 e S1905 e sorovariedade tolworthi -
S135 e S62. Os genes cry presentes nas estirpes de Bt sor. kurstaki foram doados pelo
Dr. Colin Berry (Universidade de Cardiff), encontrando-se armazenados no Banco de

Bacillus spp. da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia.

6.7. Bioensaios contra larvas de T. I. licus

Devido a caracteristica de canibalismo das larvas de T. I licus e a
impossibilidade de trabalhar com os insetos em laboratorio, foi necessario o
desenvolvimento de uma metodologia para a realizagdo dos bioensaios. Foram
utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pogos, para que as larvas ficassem
individualizadas. Cada poco do experimento continha uma esponja (80% de viscose,
20% de poliéster) com, aproximadamente 1 cmz2 previamente embebida em suspensao
de dieta liquida, com esporos e cristais (1 mg/mL) de cada estirpe a ser testada ou 3,5
Hg de toxinas Cry expressas em bactéria, conforme cada caso. O tratamento-testemunha
foi realizado com dieta sem nenhuma bactéria. Os experimentos foram realizados em
triplicata em que cada unidade experimental consistia de 12 larvas de lo instar,
individualizadas em cada poco contendo os diferentes tratamentos.

As placas foram mantidas em camara climatizada a 28+1°C, UR 70£10% e
fotoperiodo de 12 horas. Apds cinco dias, o experimento foi interrompido para a
avaliacdo de mortalidade larval dos diferentes tratamentos. Os valores de mortalidade
foram comparados utilizando-se de analise de variancia pelo teste de Tukey, ao nivel de

significancia de 5%.

6.8. Ensaio de Permeabilidade das BBMVs de T. I. licus

As propriedades de permeabilidade das BBMVs foram estudadas usando um
ensaio de dilatacdo osmética que monitora mudancgas de volume das vesiculas ap6s o
encolhimento em solugdes de soluto hiperosmdtico (Kasai and Nunogaki 1988). A
preparacdo de BBMVs de T. I licus foi diluida em tampdo TBS pH 7,4 apds sua
preparacdo (Wolfersberger et al. 1987) e quantificada pelo método de Bradford (1976),

utilizando BSA como curva padréo.



Em cada tratamento, KC1 0,6M, CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cryllal2, Cry2Aa
e Cry8Kab, foram adicionados tampé&o glicina 10 mM pH 9,5 com BSA 1 mg/mL, 400
Hg/mL de BBMVs e 1 |wg/mL de cada toxina Cry. Em seguida, foi realizada uma
incubacdo a 25°C por 1 hora. Apés a adi¢cdo de uma solugdo hiperosmotica (KC1 0,6 M
em tampé&o glicina 10 mM pH 9,5), o0 monitoramento do balango osmético das BBMVs
de T. I licus foi realizado por espalhamento de luz a 90° utilizando o
Espectrofotdmetro de Fluorescéncia F-7000 (Hitachi®), com excita¢do e emissdo a 450
nm. Como controle negativo, foi utilizada a toxina Cry8Kab, por ser uma toxina
disponivel em nosso laboratério e ser especifica para insetos coledpteros (Oliveira et al.
2011).

6.9. DNA Shuffling

Primeiramente, os genes cryllal2 (Grossi-de-Sa et al. 2007) e crylAa
(Schnepf et al. 1985) escolhidos como substratos para recombinacdo utilizando a
técnica de DNA shuffling foram amplificados por PCRs, com o objetivo de: a) inserir
sequéncias para sitio de restricdo Sfi I, a fim de auxiliar a subclonagem no fagomideo
pCOMB3X (Andris-Widhopf et al. 2000); b) inserir uma “seqliéncia ancora” na
extremidade 5’ dos genes, para eliminar tendéncias de seqliéncias génicas durante a
amplificacdo dos variantes, apds a recombinacéo e c) inserir sitios de Bam HI {forward)
e Sph I (reverse), para a subclonagem no vetor pSVP27A (Crickmore and Ellar 1992), o
qual é apropriado para expressao homologa em Bacillus thuringiensis var. israelenses.
O sitio para a enzima tripsina foi utilizado para que, durante a ativagdo da toxina Cry no
intestino do inseto, a mesma seja liberada da proteina de fusdo do fago auxiliar,
facilitando sua absorcdo (Pacheco et al. 2006). Na figura 9, é mostrado um esquema
com indicacdo nas seqliéncias dos oligonucleotideos iniciadores, sobre a estratégia

aplicada:



CrylAShuffREV_SfiExtr AP

CJAGGICCCAGGCGGCC CAACATGTAGCC GCATGC GCG GGAGAAAGAATAGAAACTGG 3’
Sitio piara a enzima Sfi | Seqliéncia ancora Sitio para a P Seqiiéncia especifica ao gene
enzima Sph | A crylAa (toxina ativa)
Sitio para a

enzima tripsina

Fiigura 9. Sequéncia de um oligonucleotideo iniciador utilizado no DNA shuffling, mostrando a
es;tratégia utilizada.

Para as PCRs, foram utilizados 200 ng dos DNAs (genes crylAa e cryllall),
olbtidos por minipreparacdes de DNA plasmidial para o volume final de 500 |j.L (10
reacbes com 50 \iL cada), contendo os oligonucleotideos iniciadores 1-4 (Tabela 7),
dNTPs 0,4 mM, MgCh 3 mM, 0,15 |iM de cada oligonucleotideo iniciador, Tag DNA
Piolimerase 1,5 U (Cenbiot®), em Tampdo DNA Polimerase 1X. As condi¢fes das PCRs
foram: 2 minutos a 95°C, 35 ciclos: 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 60°C e 2
minutos a 72°C, com uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. Uma aliquota dos
produtos das PCRs foi analisada em gel de agarose 1% e o restante foi purificado
ultilizando o kit QLAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN).

Para a fragmentacdo dos genes cry, foi utilizada a DNAse |, a qual digere
amostras de DNA fita simples e dupla produzindo oligodesoxiribonucleotideos
contendo fosfato 5’ e hidroxila 3°, com fragmentos de tamanhos aleatérios, dependendo
das condic¢Ges utilizadas para a reacdo (Kikuchi et al. 2000; Lutz et al. 2001).

Vinte microgramas de cada um dos genes crylAa e cryllal2 amplificados nas
PCRs acima descritas foram liofilizados, ressolubilizados em tampdo de DNAse | e
digeridos com 30 U de DNAse | a 15°C por 20 minutos. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 5 de EDTA 0,5 M. Uma aliquota do produto da digestdo foi analisada em
gel de agarose 2,5%. O restante do produto da digestdo foi purificado utilizando colunas
Microcon® YM-100 (Millipore), seguindo as instrugfes do fabricante visando a
recuperacdo de fragmentos de até 125 pb.

Dez microlitros (aproximadamente 1,3 |ig) de cada conjunto de fragmentos
purificados (crylAa e cryllall) foram utilizados como molde na PCR sem adicdo de
oligonucleotideos iniciadores (volume final de 25 |aL) contendo dNTPs 0,4 mM,
MgSU4 1 mM e Taq Platinum DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen) 2,5 U, em
Tampédo Platinum DNA Polimerase High Fidelity 5X. As condi¢Ges para esta PCR



foram: 2 minutos a 95°C, 44 ciclos: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 42°C e 1 minuto a
72°C (com um acréscimo de 5 segundos no tempo de extensdo a cada ciclo), com uma
extensdo final de 7 minutos a 72°C. O produto dessa reacdo (1,5 pL) foi utilizado na
segunda PCR contendo os oligonucleotideos iniciadores 5 e 6 (Tabela 7). A reacdo foi
realizada com o volume final de 50 pL, contendo dNTPs 0,2 mM, MgS042 mM, 0,8
pM de cada oligonucleotideo iniciador, Taq Platinum DNA Polimerase High Fidelity 5
U (Invitrogen) e Tag DNA Polimerase 5 U (Cenbiot®), em Tampdo Platinum DNA
Polimerase High Fidelity 1X. As condi¢Ges para essa PCR foram: 2 minutos a 95°C; 10
ciclos: 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 42°C e 1 minuto a 72°C; 14 ciclos: 1 minuto a
95°C, 1minuto a 42°C e 1 minuto a 72°C (com um acréscimo de 20 segundos no tempo
de extensdo a cada ciclo), com uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. Dessa forma,
0 produto obtido pela aplicagdo do DNA shuffling foram analisados em gel de agarose
1% e o amplicon de aproximadamente 2000 pb, correspondendo as popula¢bes dos
variantes crylAa e cryllal2, foram excisadas e purificadas com o QlAquick® Gel

Extraction Kit (QIAGEN).

Tabela 7. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos utilizados

durante o DNA shuffling

Nimero do
oligonucleatideo O ligonucleotideo iniciador Sequéncia
Iniciador
. 5 CGAGGCCCAGGCGGCCAGTAGTGGCGTG
1 Cry 1lAaShuffFORSfiExtrAP
TCAGGATCCGGAGAAAGAATAGAAACTGGS
) 5 CGAGGCCCAGGCGGCCAGTAGTGGCGTG
2 CryllaShuffFORSfiExtrAP
TCAGGATCCTGTTTGAAAATGTCTGAG &
) 5 CGAGGCCGGCCTGGCCCAACATGTAGCCG
3 Cryl AaShuffREV_SfiExtr_AP
CATGCGCGATATTCTGCCTCAAAGGTTAC 3
. 5'CGAGGCCGGCCTGGCCCAACATGTAGCCGC
4 Cry 1laShuffREV_SfiExtr_AP
ATGCGCGTTCTACCGGAACAAATTCAATTC &
Shuff2FOR_SfiExtr_AP 5 CGAGGCCCAGGCGGCCAGTAGTGGCGTGTCAGGATCC 3
Shuff2REV_SfiExtr_AP 5'CGAGGCCGGCCTGGCCCAACATGTAGCCGCATGCGCG 3

6.10. Subclonagem dos genes crylAa e cryllal2 e seus variantes no
fagomideo pCOMB3X

O vetor pPCOMB3X, o0s genes parentais crylAa e cryllal2 e o DNA purificado
do gel correspondendo & populagdo de variantes dos genes crylAa e cryllal2 (DNA

shuffling) foram submetidos & digestdo com enzima de restrigdo Sfi I. Foram utilizados



2 |ig de DNA do vetor, tampdo NEB2 IX, BSA 1 mg/mL e 40 U SJI | (Biolabs®), para o
volume final de reacdo de 40 (iL. A reacdo ocorreu a 50°C durante 2 horas. As mesmas
condicOes foram utilizadas para digerir os genes cry. Os produtos das digestdes foram
analisados em gel de agarose 0,8% e as bandas correspondentes ao vetor pPCOMB3X
linearizado (aproximadamente 3000 pb) e aos genes crylAa e cryllal2
(aproximadamente 2000 pb) foram excisadas do gel e purificadas com o QIAquick® Gel
Extraction Kit (QIAGEN). Foram realizadas vérias reacGes de digestdo e purificagcdo
visando uma quantidade minima de 10 |ig. Para clonagem no pCOMB3X, adicionou-se
0 vetor e 0s genes cry foram misturados na propor¢do de 4:1 (vetor:inserto),
adicionados tampdo da enzima T4 DNA Ligase IX, enzima T4 DNA Ligase
(Invitrogen®) 1U e ATP 20 mM, para o volume final de 25 |*L, foram mantidos a 15°C
por 16 horas.

@] produto da ligagdo (pCOMB3X + crylAa e pCOMB3X + cryllal2) foi
utilizado para transformar células E. coli XL-1 Blue, via eletroporacdo (Figura 10). As
colonias crescidas em meio LB contendo ampicilina 100 mg/mL foram analisadas por
PCRs de colénia. Os DNAs das colbnias apresentando o transgene foram preparados e

as sequiéncias determinadas utilizando os oligonucleotideos iniciadores 9-14 (Tabela 9).

cdlon
ompA . N
SB 6XHis HA ambar
lacz I I I trp
cryllal? gene |l
1 sm
SHl - gamH

Sphl

Figura 10. Representacdo esquematica da construgdo do fagomideo pCOMB3\-cryllal2, para
expressar a Cryllal2 na superficie do fago filamentoso M13. LacZ - Operon induzivel; SD - Sitio
Shine Dalgarno de ligacédo ao ribossomo que leva a separagédo de polipeptideos que séo direcionados ao
periplasma pelo peptideo sinal ompA; Sfi I, Bam Hl e Sph | - sitios de enzimas de restricdo; cryllal2 -
gene a ser expresso em fusdo com a proteina Il do fago VCSM13; 6XHis - sequéncia inserida para
purificacdo universal de proteinas; HA - decapeptideo hemaglutinina inserido na extremidade 3’ da cauda
de histidina para deteccdo usando um anticorpo anti-HA; Cddon ambar - permite a expressdo de
proteinas solGveis em cepas de bactérias ndo-supressoras sem a excisao do produto do gene IlI; Trp -
terminagdo da transcri¢do. Figura adaptada de Barbas Il et al. 2001.



6.11. Construcado da biblioteca combinatoria (tipo Phage display) contendo
0s genes para variantes CrylAa e Cryllal2

Para a selecdo das variantes CrylAa e Cryllal2 geradas por DNA shuffling
(Stemmer 1994b; Zhao and Amold 1997), primeiramente foi construida uma biblioteca
combinatoria apresentando as variantes na superficie de fagos filamentosos, de acordo
com a técnica de Phage display (Barbas Il et al. 2001). O procedimento de selecdo
(biopanning) consiste de quatro etapas: (a) ligacdo dos fagos ao ligante imobilizado em
placa, (b) lavagens sucessivas para eliminacdo dos fagos inespecificos, (c) elui¢do acida
para coletas de fagos especificos mostrando forte afinidade pelo ligante e (d)
amplificacdo dos fagos selecionados por novos ciclos de infecgdo de cultura bacteriana.
As variantes Cry foram selecionadas por apresentarem afinidade pelas proteinas das
vesiculas de membrana do intestino médio (BBMVs) da broca gigante da cana-de-

acucar (T. /. licus), extraidas conforme (Wolfersberger et al. 1987).

6.11.1. Transformacdo de células E. coli XL-1 Blue, po
eletroporacéo e construcéo da biblioteca combinatéria

Para construgdo da biblioteca, o DNA do fagomideo (7,5 pg) contendo
a populacdo de variantes (descrito no item 6.10) foi inicialmente precipitado com
acetato de sodio 3M pH 5,2 (1/10 v) e etanol 100% (2 v), lavado duas vezes com 1 mL
de etanol 70%, seco a vacuo e ressuspendido com 15 mL de H20 foi utilizado para a
transformacdo de células E. coli. Foram realizadas cinco transformagdes, utilizando para
cada uma 3 pL do produto da ligacdo e 60 pL de células competentes. Para 0
procedimento de transformacdo das bactérias por eletroporacdo foram utilizadas cuvetas
de 0,2 cm. Os pardmetros utilizados para os choques foram 2,5 kV, 25 pF e 200 fi.
Apbs 0 choque, as células foram recuperadas com 3 mL de meio SOC, transferidas para
um tubo de polipropileno (tipo Falcon - 50 mL) estéril e incubadas a 37°C, por 1 hora,
sob agitacdo constante de 250 rpm. Em seguida, 0 produto das transformacdes (15 mL)
foram transferidos para um erlenmeyer de 125 mL. Uma aliquota do cultivo (300 pL)
foi coletada e plaqueada em meio LB Agar, contendo carbenicilina [100 pg/mL], para a
contagem de colbnias e titulagdo da biblioteca. Ao restante do cultivo foram
adicionados 30 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, 9 pL de carbenicilina [100
mg/mL] e 90 pL de tetraciclina [5 mg/mL], seguido de incubagédo a 37°C, por 1 hora,

sob agitacdo de 250 rpm. Em seguida foram adicionados 13,5 pL de carbenicilina [100



mg/mL] e a cultura foi incubada por mais uma 1 hora, nas mesmas condicdes.
Acrescentou-se 155 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, 77,5 nL de carbenicilina [100
mg/mL], 310 nL de tetraciclina [5 mg/mL] e 2 mL de fago auxiliar [VCSM13 - 6,09 x
10! pfu/mL ]. As células foram incubadas a 37°C por 2 horas, sob agitacdo de 300 rpm.
Finalmente, foram adicionados 280 ~L de canamicina [100 mg/mL] e a cultura foi

incubada a 37°C, sob agitacdo de 300 rpm, por aproximadamente 16 horas.

6.11.2. Selecdo das variantes dos genes crylAa e cryllal
(ibiopanning) partindo da biblioteca combinatoria

Foram retiradas quatro aliquotas de 1 mL do cultivo (item 6.11.1) e
centrifugadas a 3300 x g, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e guardado
a 4°C e o sedimento estocado a -20°C, para utilizagdo em futuras preparagcdes de DNA
plasmidial. O restante do cultivo foi centrifugado a 2000 x g, por 20 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para novo frasco corex e os fagos foram precipitados com
adicdo a 20 mL de PEG/NaCl, incubagdo de 30 minutos no gelo, seguido de
centrifugacdo a 2000 x g, por 80 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo
invertido sobre papel toalha (eliminar o excedente de meio), por 10 minutos. O
sedimento foi ressuspendido com 1 mL de solu¢do TBS/BSA 1% (p/v), e apoés
centr lgacdo a 15000 x g, por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante, contendo as particulas
virais (“preparacdo de fagos”), foi transferido para um microtubo e mantido a 4°C. Em
paralelo, visando a utilizacdo na reamplificagdo dos fagos por infeccdo da cultura
bacteriana, 5 |iL de células E. coli eletrocompetentes foram adicionadas a 5 mL de meio
SB pré-aquecido e incubadas a 37°C, sob agitacdo constante de 250 rpm, até atingir a
densidade Optica (DOsoonm) aproximadamente 1,0 (Barbas Il et al. 2001).

Em continuidade ao biopanning, dois pocos de placas de
microtitulagdo (96 pocos) foram sensibilizados com 100 ng cada de BBMVs extraidas
de lagartas de T. I licus e diluidas em tampdo TBS. A placa foi incubada a 4°C, por 16
horas. Apos este periodo, a placa foi incubada a 37°C, em estufa, por 1 hora. Cada um
dos pocos foi lavado com 150 nL de PBS-Tween 0,1% e, em seguida, foi adicionado o
mesmo volume de TBS-BSA 3%, com o objetivo de bloquear liga¢Ges inespecificas na
superficie dos pocos. A placa foi incubada a 37°C, por 1 hora. A solugdo de bloqueio foi
descartada, os pocos foram lavados por trés vezes com 150 nL de PBS/Tween 0,1%.

Adicionou-se 100 [iL da preparacdo de fagos (descrito acima). A placa foi incubada a



377°C, por 2 horas. Em seguida, foram realizados sucessivos ciclos de lavagens dos
pogos, com adi¢gdo de 150 nL de PBS/Tween 0,1%, visando em cada ciclo, a eliminagédo
dos fagos inespecificos (afinidade baixa ao ligante - BBMVSs). Apds sucessivas
lawagens, os fagos foram eluidos dos pogos utilizando 100 |iL do tampédo Glicina-HCI
0,1 M pH 2,2, e em seguida neutralizados com adigdo de 12 nL de Tris-base 2 M.

Para reamplificagdo dos fagos eluidos, uma aliquota de 106 |iL foi
utiilizada para infectar 2 mL de cultivo de células de E. coli XL-1 Blue competente
(oibtido conforme descrito acima). A infecgdo ocorreu em temperatura ambiente, durante
15 minutos. Posteriormente, o cultivo foi adicionado ao tubo (Falcon® - 50 mL)
contendo 6 mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, 320 nL de Glicose 50%, 1,6 |iL de
cairbenicilina [100 mg/mL] e 12 jiL de tetraciclina [5 mg/mL]. Deste cultivo, foi retirada
unna aliquota de 200 nL (para posterior plagueamento em meio LBAgr com
carbenicilina [100 mg/mL]) e determinacdo do céalculo do titulo de fagos coletados
(“ttitulo de saida” ou output) e o restante do cultivo, foi incubado a 37°C, por 1hora, sob
agitagdo de 300 rpm. Apds uma hora de incubacéo, foram acrescentados ao cultivo 2,4
HL de carbenicilina [100 ng/mL] e incubou-se por mais uma hora, nas mesmas
condicdes de temperatura e agitacdo. Os oito mililitros de cultivo foram transferidos
para um erlenmeyer de 500 mL, contendo 91 mL de meio SB pré-aquecido, 1 mL de
fago auxiliar VCSM13 [10R2 pfu/mL], 46 |iL de carbenicilina [100 mg/mL], 184 iiL de
tetraciclina [5 mg/mL] e incubado a 37°C, por 2 horas, sob agitagdo de 300 rpm. Depois
deste tempo, foram adicionados ao cultivo 70 nL de canamicina [100 mg/mL] e a
cultura foi incubada a 37°C, durante aproximadamente 16 horas, sob agitacdo de 300
rpm. No Anexo Ill, hd um esquema simplificado do procedimento de biopanning, que
nos auxiliou na sua execugéo.

O input representa o numero de fagos que foi posto em contato com o
ligante (BBMVs) a cada ciclo e, o output, 0 niamero de fagos eluidos (dos ligantes
BBMVs, adsorvidos & placa) que foram selecionados em cada ciclo. A titulagdo dos
fagos foi monitorada pela contagem de colbnias bacterianas crescidas (UFC - Unidades
Formadoras de Coldnias), em meio LB Agar contendo carbenicilina [100 mg/mL] ap6s
incubacdo a 37°C, por 16 horas. O(s) ciclo(s) apresentando o maior nimero de col6nias
bacterianas é indicado como o ciclo onde ocorreu o enriquecimento dos fagos

especificos (Barbas Il et al. 2001).



6.12. PCRs de colbnia

Quatrocentos clones isolados, coletados do ciclo de selec¢do, indicado como o
de maior enriguecimento de fagos especificos, foram analisados quanto a integridade do
gene (1944 pb) utilizando PCR. As coldnias apresentando o amplicons com o tamanho
esperado foram selecionadas e as moléculas individualmente expressas em sistema de
fagos (descrito a seguir). Para as PCRs foram adicionados o material de uma col6nia a
cada microtubo contendo os oligonucleotideos iniciadores 7 e 8 (Tabela 8). As PCRs
foram realizadas num volume final de 20 pL, contendo dNTPs 0,15 mM, MgS04 2,0
mM, 0,15 pM de cada oligonucleotideo iniciador, Taq DNA Polimerase 15 U
(Phoneutria), em tampdo da Taq DNA Polimerase 1X. O volume final da reacdo foi de
20 mL. A programacdo utilizada foi desnaturagdo a 95°C por 2 min, seguida de 35
ciclos (95°C por 45 s, 69°C por 45 s e 72°C por 2 min) e extensdo final foi de 72°C, por

5 min. O produto da reagdo foi analisado apds eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Tabela 8. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos utilizados
durante as PCRs de colénia

Oligonucleotideo

Nimero do

_ N Sequléncia
Oligonucleotideo Iniciador IniCiadOI’
5’CACCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGACCACAACTAA
7 pCOMBFOR
CTTTAAGAAGGAGATAGGCTTATGGCTGGTTTCGCTACCGTG 3’
5" GCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAG
8- pCOMB_REV
GGGTTATTATATAGTTTAACTCAGTATGCGCCATGGTGATG 3’
6.13. Obtencdo das toxinas Cryllal2 e das variantes selecionadas por

Phage display

6.13.1. Apresentacdo dos genes parental e variantes na
superficie de fago auxiliar VCSM13
Os genes que codificam para as toxinas utilizadas neste estudo e os
genes variantes (1944 pb) selecionados ap6s PCR de col6nia foram utilizados para
inoculacdo e obtencdo da expressdo no sistema de fago utilizando o fago auxiliar
VCSM13. Primeiramente, as colonias selecionadas foram crescidas em meio SB
contendo carbenicilina [100 mg/mL] ap6s incubagdo a 37°C, 200 rpm, por 16 horas. No
dia seguinte, foi adicionado meio SB, fago auxiliar VCSM13 e os antibidticos

carbenicilina [100 mg/mL], tetraciclina [5 mg/mL] e canamicina [100 mg/mL], como



ageentes seletivos. O in6culo foi incubado a 37°C, sob agitacdo de 250 rpm, durante 16
horras. O cultivo contendo os “fagos de fusdo” foi centrifugado a 2000 x g, por 20
miinutos, a 10°C. O sobrenadante foi coletado e nele acrescentado de PEG 8000 NaCl.
Apjés 30 minutos no gelo, o sobrenadante foi centrifugado a 3300 x g, por 1 hora, a
[O~C. O sedimento foi ressuspendido em 50 mL de TBS e centrifugado a 15000 x g, por
5 iminutos a 10°C. O sobrenadante contendo os fagos de fusdo foi coletado, transferido
parra um novo tubo e armazenado a 4°C, para ser utilizado posteriormente nos ensaios

de ligacdo a BBMVs de T. I. licus.

6.13.2. Expressdo dos genes parental e variantes em E. coli
X1L-1 Blue

Os genes cryllal2 parental e variantes selecionados por Phage
dis]play e com o tamanho esperado do inserto (1944 pb), indicado pelas PCRs de
collénia, foram utilizados para expressdo em E. coli apds inducdo por IPTG. As col6nias
seliecionadas foram inoculadas em meio SB contendo carbenicilina [100 mg/mL] e
incubadas a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm até atingir a de DOeoonm = 0,5. A expressdo
foi induzida pela adicdo de IPTG (concentracdo final de 2 mM) utilizando agitacdo de
30(0 rpm por 16 horas a 37°C. Para obter as toxinas Cry, a partir do lisado celular, as
cullturas induzidas foram centrifugadas a 2000 x g por 10 minutos. Os sedimentos foram
solubilizados em TBS (2% do volume), e transferidos para tubos de microcentrifugas.
As células foram lisadas por congelamento em nitrogénio liquido por 5 minutos seguido
por descongelamento em banho-maria a 37°C por 3 minutos, repetindo-se esse
procedimento por trés vezes. Os restos celulares foram separados por centrifugacdo a
15000 x g por 15 minutos e o sobrenadante contendo as toxinas Cry expressas,

armazenados para utilizacdo nos ensaios de atividade.

6.14. Analise das proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a analise das proteinas expressas em E. coli, foi utilizada eletroforese em
gel desnaturante de poliacrilamida a 12% (Laemmli 1970).

As amostras das toxinas Cryllal2 e variantes expressas em bactérias foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bradford 1976). Cem microgramas de cada
amostra, ap6s o procedimento de lise celular (item 6.13.2), foram concentradas,
solubilizadas em 20 piL de tampé&o de amostra, aquecidas a 100°C durante 10 minutos e

aplicadas em SDS-PAGE 12%. A eletroforese foi realizada no sistema Mini



PROTEAN® 3 Cell Electroforesis (Bio-Rad), contendo 400 mL de tampdo de corrida
IX (190 mM Glicina, 25 mM Tris-Base, 0,1% SDS), aplicando-se uma corrente de 15
mA, durante 90 minutos.

Ao final da eletroforese, o gel foi corado em solucdo corante de Coomassie
Brilliant Blue 1% (p/v) e as bandas foram visualizadas apos tratamento com solucéo

descorante contendo 40% de metanol e 12% de acido acético glacial em agua.

6.15. Imunodetecgdo (Western Blot)

O anticorpo monoclonal Anti-His (Invitrogen®) foi utilizado para a deteccéo
das proteinas Cryllal2 expressas em E. coli. Para o ensaio de imunodetecgdo, 100 \ig
das proteinas expressas em bactérias foram aplicados em gel de poliacrilamida 12,5%
(Laemmli 1970). As proteinas separadas na eletroforese foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Hybond™-C Extra (Amersham Biosciences), utilizando-se
0 equipamento Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad). A membrana estava
equilibrada em tampdo de transferéncia 1X, e a transferéncia ocorreu a 15 V, por 50
minutos.

A membrana contendo as proteinas foi rapidamente rinsada com tampédo TBS
IX e, em seguida, foi incubada na solugdo de bloqueio 3% (BSA 3% em tampdo TBS
IX) durante 2 horas, em temperatura ambiente. A solugdo de bloqueio foi removida, a
membrana lavada com tampdo TBS 1X e incubada na solugdo de bloqueio 1% contendo
0 anticorpo Anti-His conjugado com fosfatase alcalina 1:2000, durante 4 horas em
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com tampéo TBS
IX contendo 0,05% de Tween 20 e para revelacdo utilizou-se o Kit contendo o substrato

conjugado com a fosfatase alcalina (Bio-Rad) e seguindo as instrugfes do fabricante.

6.16. Ensaio de Ligacdo (ELISA)

Com os produtos das expressdes em fagos dos genes cry selvagem e variantes,
foi realizado um ensaio de ligagdo dos mesmos as BBMVs de T. I licus. O ensaio
consistiu das seguintes etapas: (i) sensibilizacdo de pocos de uma placa de
microtitulacdo (96 pocos) com 100 |ig de BBMVs de T. I licus diluidas em tampéo
TBS, incubando por 16 horas a 4°C, (ii) saturacdo de sitios inespecificos com incubacéo
de 200 nL de solucdo 3% BSA (em tampdo TBS) por 2 horas em temperatura ambiente,

(iii) incubacdo dos pocos com as toxinas Cry expressas em fagos (concentragfes 0,1,



1,0, 10,0 e 50,0 ng diluidas em TBS) por 4 horas a 37°C, (iv) trés lavagens com adicdo
de 100 |iL de tampdo TBS contendo 0,05% Tween 20, (v) incubagdo com 100 jiL do
anticorpo primario monoclonal anti-M13 (diluicdo 1:2000), por 2 horas em temperatura
ambiente; este anticorpo reage especificamente com a capa protéica do produto do gene
VIl do fago VCSM13, (vi) trés lavagens com 100 |iL de tampédo TBS contendo 0,05%
Tween 20, (vii) incubacdo com 100 |iL do anticorpo secundario IgG antimouse
conjugado com fosfatase alcalina produzido em cabra (Sigma® - diluido 1:1000), por 2
horas em temperatura ambiente, (viii) trés lavagens com 100 |iL de tampdo TBS
contendo 0,05% Tween 20, (ix) revelacdo utilizando 200 |iL de pNPP 1 mg/mL em
tampdo dietalonamina 1 M, e leitura a 405 nm, apds 15 minutos. Esse experimento foi
realizado em triplicata e, a partir desses dados, foi estimada a afinidade de ligacdo das

toxinas Cry as BBMVs de T. I licus.

6.17. Sequenciamento dos DNAs

As sequéncias nucleotidicas das moléculas crylAa e cryllal2 variantes
selecionadas a partir da biblioteca combinatéria foram determinadas em sequenciador
automatico 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems), localizado na Plataforma
de Sequenciamento de DNA da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Para o sequenciamento, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores 9 e
10 (Tabela 9), contendo seqiiéncias que anelam no vetor pCOMB3X. Além dos
oligonucleotideos iniciadores 11-14 (Tabela 9), que anelam no interior dos genes
crylAa e cryllal2 variantes. Nestas reagbes foram utilizados 0,5-1,0 ng de DNA
plasmidial, 3,2 pmoles dos oligonucleotideos iniciadores, num volume final de 6 L. Os
oligonucleotideos desenhados e utilizados neste trabalho foram previamente analisados
pelo programa ‘Oligotech’ (http://www.oligosetc.com/analysis.php), que informa a
temperatura onde metade dos oligonucleotideos esta anelada, Tm (melting temperature),
a ocorréncia de loops e/ou homodimeros, bem como a energia necessaria para romper
estas estruturas indesejaveis.

As sequéncias resultantes foram analisadas pelos programas “BLASTn” e
“BLASTX” disponiveis no endereco eletrénico do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). A andlise comparativa  das

seqliéncias nucleotidicas utilizando os genes variantes para as toxinas CrylAa e


http://www.oligosetc.com/analysis.php
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

Cryllal2 e os genes parentais foi realizada pelo programa ClustalW, disponivel no
servidor Expasy (http://www.expasy.org/).

Tabela 9. Seqiéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos utilizados

para as reacdes de sequenciamento dos genes cry variantes

Namero do Oligonucleotideo

Iniciador

10

12

14

Oligonucleotideo Iniciador

MMB4
MMB5

v arPhaDisp_Int_FOR
VarPhaDisp_Int_REV
VarFhaDisp_Int_ FOR_2

VarPhaDisp_Int_REV_2

Seqliéncia

5 GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGT 3
5"CGTCCATTGCATTCTTTTAAT 3’
5 CTTTAGCATTATTGTGTTCC 3
5’CGCATACCCGTACGACGTTCC 3
5 GAAATCGTAATAACA'~-AaGGG 3
5" CCAGCACCATCACCATCACC &


http://www.expasy.org/

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Avaliacdo da atividade entomotoxica de estirpes Bt e toxinas Cry

sobre larvas de T. I. licus

7.1.1. Efeito entomotdxico das estirpes de Bt sor. kurstaki e E
sor. tolworthi sobre larvas de T. L licus

Os bioensaios com cepas de B. thuringiensis sor. kurstaki e B.
thuringiensis sor. tolworthi contra larvas de T. I licus indicaram que o0s tratamentos
contendo as estirpes S2195 e SI1905 apresentaram a maior média da taxa de
mortalidade, com 97,22% + 2,78%. Ja os tratamentos com as estirpes SI135 e S62,
apresentaram taxas de mortalidades médias de 33,33% + 12,73% e 30,55% + 5,55%,
respectivamente (Figura 11).

Em Santos e colaboradores (2009), as estirpes de Bt sor. kurstaki
foram identificadas como toxicas a lepidopteros do género Spodoptera. Os lepidopteros
se constituem na maior ordem de insetos usualmente testados contra holdtipos de
toxinas Cry. Todavia, foi constatado que 91% das toxinas testadas foram utilizadas
contra um numero limitado de espécies (10 ou menos) (Frankenhuyzen 2009); o que
denota a importancia de se testar outras pragas. Até o momento, somente Craveiro e
colaboradores (2010) havia testado toxinas Cry contra espécies do género Telchin, de
modo que os resultados aqui apresentados, obtidos com as larvas de T. I licus
(lepiddptero) sdo importantes, haja vista que foi demonstrado que a sorovariedade

kurstaki tem toxicidade a este inseto-praga.



Figura 11. Bioensaios com estirpes de Bt de diferentes sorovariedades contra larvas de
T. I licus. Letras diferentes sdo interpretadas como diferencas significativas de acordo com
o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Pela analise dos produtos de PCRs contendo oligonucleotideos
iniciadores especificos para regides 5’ e 3” dos genes cryl, cry2, cry3, cry4 e cry9 foram
identificados os genes presentes nas estirpes Bt sor. kurstaki S2195 e S1905 e Bt sor.
tolworthi S135 e S62 (Tabela 10) (Silva-Werneck and Ellar 2008; Santos et al. 2009).
Além disso, foram obtidos os perfis protéicos das estirpes SI1905 e S2195 e
identificados dois principais polipeptideos de aproximadamente 130 e 65 kDa
(resultados ndo mostrados), massas moleculares tipicas de toxinas Cry ativas contra
insetos lepiddpteros, estando em acordo com os resultados encontrados por Santos e
colaboradores (2009).



Tabela 10. Genes cry presentes nas estirpes de Bt sor. kurstaki S1905 e S2105 e Bt
sor. tolworthi S135 e S62

Sorovariedade Estirpes Genes cry
kurstaki S1905 crylAa, crylAb, crylAc, cryIB e cry2Aa
S2195 crylAb, crylE e cry2Aa
tolwortlii S135 crySB e cry9C
S62 cry3B e cry9C
7.1.2. Genes cry recombinantes
Nos bioensaios com larvas de T. I licus, foram utilizados os genes

crylAa, crylAb, crylAc e cry2Aa isolados, os quais foram identificados por PCRs,
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos previamente descritos (Ceron et al.

1994; Ibarra et al. 2003) (Figura 12).
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando os amplicons referentes aos genes
cryl e cry2. M. Marcador de pesos moleculares - 1 Kb Plus Ladder, amplicons referentes aos
genes crylAa, crylAb, crylAce cry2Aa, com 246, 216, 180 e 526 pb, respectivamente.

7.1.3. Permeabilidade das BBMVs de T. I. licus

Sabendo-se que nas estirpes de Bt sor. kurstaki S1905 e S2105, estdo
as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa e que, em estudos prévios de nosso
grupo, foi demonstrado que as toxinas Cryllal2 e Cry8Ka5 tém acdo contra insetos
lepidopteros e coledpteros, respectivamente (Grossi-de-Sa et al. 2007; Oliveira et al.
2011), foi testada a capacidade dessas toxinas formarem poros nas BBMVs de T. I licus
(Figura 13). Apos os tratamentos com as toxinas Cry serem submetidos a um meio
hiperosmoético, houve o encolhimento das vesiculas e, dependendo de sua
permeabilidade ao meio, foi reestabelecida a turgidez das mesmas, podendo as vesiculas

ser rompidas ou ndo. Se a toxina Cry testada for especifica aos receptores presentes nas



BBMVs, havera interacdo toxina-receptor, em seguida a formacdo de poros e uma
consequiente ruptura das vesiculas, o que serd indicado por uma baixa turbidez relativa
em relacdo ao controle hiperosmotico. As toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cryllal2
e Cry2Aa promoveram a ruptura das BBMVs de T. I licus, demonstrando serem ativas
contra esse inseto lepidoptero. Resumidamente, a turbidez relativa & inversamente
proporcional a alteracdo do balanco osmético ocasionada pelas toxinas Ciy nas BBMVs
de T. I licus.

Em experimentos com as toxinas CrylAa (Kirouac et al. 2002; Groulx
et al. 2011), CrylAb (Soberdn et al. 2000; Munoz-Garay et al. 2006) e CrylAc
(Vanchon et al. 2006; Fortier et al. 2007), utilizando BBMVs de outro inseto
lepidoptero, Manduca sexta, evidenciou-se a acdo in vitro dessas toxinas, estando em
acordo com os dados aqui obtidos, mostrando-se ser eficaz para larvas da broca gigante
da cana-de-acglcar. Em toxinas Cry, esse tipo de ensaio, denominado dilatacdo osmética
baseado em espalhamento de luz, tem sido utilizado para estudar o efeito de mutacdes
especificas (Brunet et al. 2010), efeitos diferenciais de pH e forga iénica (Kirouac et al.
2002; Fortier et al. 2005), além da influéncia de inibidores de proteases nas

propriedades de formacéo de poros das toxinas (Kirouac et al. 2006).

Tratamentos (1 ng/|iL)

Figura 13. Efeito de toxinas Cry na permeabilidade de BBMVs de T. L licus.



7.1.4. Efeito entomotdxico de toxinas Cry recombinant
sobre larvas de T. I licus

Bioensaios contra larvas de lo e 20 instares de T. I licus foram
realizados e indicaram mortalidade de 91,66% + 4,81%, 94,44 + 2,78%, 90,11% +
535% e 91,66% + 4,81% nos tratamentos utilizando as toxinas CrylAa, CrylAb,
CrylAc e Cry2Aa, respectivamente. Enquanto que no tratamento testemunha (somente
dieta) obteve-se mortalidade de 19,44% + 2,78%, diferindo estatisticamente dos outros
tratamentos. No experimento, a toxina Cry8Ka5 foi utilizada como um controle
negativo, uma vez que ja foi demonstrada a sua agdo contra insetos coledpteros
(Oliveira et al. 2011) (Figura 14). Alguns estudos relataram a atividade de toxinas Cryl
contra outros insetos lepidépteros, tais como Bombyx mori, Pectinophora gossypiella,
Lymantria dispar, Helicoverpa zea e Manduca sexta enquanto que, alguns outros
estudos mostraram a atividade das toxinas Cry2 contra dipteros, como Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus, além de lepiddpteros (Hofte and Whiteley 1989;
Frankenhuyzen 2009).

Figura 14. Determinacédo da taxa de mortalidade das larvas de T. |. licus em bioensaios
utilizando as toxinas Cry recombinantes. Os tratamentos com as toxinas CrylAa,
CrylAb, CrylAc e Cry2Aa apresentaram diferencga estatistica significativa em relacdo ao
tratamento testemunha, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey,

7.2.  Evolucdo molecular in vitro de toxinas Cry
Considerando os resultados dos ensaios de toxicidade com cepas do banco de

germoplasma da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, na disponibilidade



dos genes relacionados, nos resultados prévios sobre a toxicidade para Cryllal2
(Craveiro et al. 2010), e o resultado de identidade de seqliéncias entre os genes (Tabela
11), os genes crylAa e cryllal2 foram escolhidos para serem recombinados por DNA
shuffling, tanto em conjunto quanto individualmente. A homologia entre os genes a
serem recombinados tem que ser o mais alta possivel, uma vez que, utilizando genes
muito diferentes entre si, o DNA shuffling ird gerar muitos genes variantes nao

funcionais (Stemmer 1994a; Zhao and Amold 1997).

Tabela 11. Identidade das seqliéncias nucleotidicas entre os genes
crylAa, cryllal2 e cry2Aa

Genes Identidade Nucleotidica (%)
Sl . &&ang_%ryllalz _ 56,2
cryllal2 e cry2Aa 44,5
42,5 . "iJ m
crylAa, cryllal2 e cry2Aa 26,6

Resultado obtido pelo programa ClustalW, disponivel em Expasy http://www.expasy.org/.

7.2.1. Amplificacdo dos genes crylAa e cryllal2 contendo ¢
sitios de restricdo para as enzimas SJi I, Bam HI, Sph | e uma seqliéncia ancora

As PCRs utilizando os oligonucleotideos iniciadores 1-4 (Tabela 7)
amplificaram os genes crylAa e cryllal2. A analise dos produtos em gel de agarose
(1%) (Figura 15) mostram amplicons equivalentes a massa molecular de
aproximadamente 2000 pb (seta), confirmando a integridade dos genes amplificados.
Assim, ap6s purificacdo dos produtos, os DNAs representaram os substratos para a

etapa inicial da reacdo de recombinagdo por DNA shuffling.


http://www.expasy.org/

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando os produtos das PCRs, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores contendo sitios de restricdo para as enzimas S/i I, Bant HI, Sph 1e
uma seqliéncia de DNA ancora aos genes crylAa e cryllal2. (A) 1 Kb Plus Ladder. Genes (B)
amplificagdo do gene crylAa e (C) amplificacdo do gene cryllal2.

7.2.2. Fragmentacdo dos genes crylAa e cryllal2
A digestdo dos genes crylAa e cryllal2 com DNAse | gerou
fragmentos de tamanhos variados (Figura 16), os quais foram purificados utilizando

colunas Microcon YM-100 (Millipore) (Figura 17), ambos indicados pelos retangulos.

300-
200-
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 2,5%, mostrando o produto da digestdo dos genes crylAa
e cryllul1l2 com a enzima DNAse | (concentracdo de 30 U/mL). (A) Marcador de massa - | Kb Plus
Ladder (Invitrogen®), (B) produto da fragmentacdo do gene crylAa e do (C) gene cryllal2, utilizando
DNAse I, (D) mistura dos genes crylAa e cryllal2 ndo digeridos. A regido em destaque se refere aos
fragmentos de tamanhos variados (até 125 pb) selecionados para posterior recombinagao.
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando os fragmentos (até 125 pb) apo6s a
purificacdo utilizando colunas Microconk YM-100 (Millipore). (A) Gene crylAa: néo digerido e (B)
fragmentos purificados; gene cryllal2: (C) ndo digerido e (D) fragmentos purificados. (E) Marcador de
pesos moleculares - 1 Kb Plus Ladder.

7.2.3. Recombinacdo dos genes crylAa e crylla!2 variantes

Primeiramente, os fragmentos obtidos da digestdo dos genes crylAa e
cryllal2 foram recombinados por PCR sem oligonucleotideos iniciadores. Na PCR
seguinte, foram utilizados 1,5 (iL do produto da primeira PCR como molde e
adicionados os oligonucleotideos iniciadores 5 e 6 (Tabela 7).

Os amplicons obtidos (aproximadamente 2000 pb) (Figura 18)
representam as populacdes de variantes crylAa e cryllal2 de aproximadamente 2000
pb. Estes DNASs, posteriormente utilizados para a construcao da biblioteca combinatéria

(Phage display) foram obtidos a partir do gel, ap6s purificacéo.

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, mostrando o produto da reagdo do DNA shufjling
para os genes crylAa ecryllal2. (A) Marcador de pesos moleculares - | Kb Plus Ladder, (B) controle
positivo, onde o molde tratou-se do DNA utilizado para a digestdo com a DNAse | (figura 6), (C) genes
crylAa e (D) crylla!2 recombinados apés o DNA shufjling.



0 fagomideo pCOMB3X, assim como os genes crylAa e cryllal2 parentais e
a populacdo dos genes variantes foram digeridos com a enzima Sfi I. Em seguida, o0s
genes cry foram ligados ao vetor, resultado confirmado PCRs de coldnia (resultado ndo
mostrado).

No presente trabalho, foram geradas duas bibliotecas combinatérias, que foram
reunidas, ap6s a clonagem no vetor pCOMB3X, apresentando 1,36 x 106 genes
variantes crylAa e cryllal2. Esses genes foram apresentados a superficie de fagos e as
proteinas (toxinas Cry) resultantes foram selecionadas por afinidade de ligacdo aos
receptores do intestino médio da broca gigante da cana-de-aclcar. No Laboratdrio de
Interacdo Molecular Planta-Praga | da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia,
toxinas Cry variantes com atividade aumentada tém sido gerados com sucesso por DNA
shuffling, como é o caso dos variantes do gene cryllal2synth e o gene cry8Ka5
(Craveiro et al. 2010; Oliveira et al. 2011). O mesmo sucesso ndo foi obtido por Knight
et al, 2004. Estes autores realizaram o DNA shuffling utilizando dominios do gene
crylBa e fragmentos de DNA de cinco cepas de Bt. No entanto, as quimeras, quando
ativas, mostraram entomotoxicidade significativamente mais baixa que 0s genes
parentais. Os autores atribuem este fato a defeitos na conformacdo protéica ocasionada
pela substituicdo de grandes partes de CrylBa pelas partes equivalentes de outras
proteinas Cry.

A técnica de DNA shuffling introduz mutagBes pontuais numa taxa
relativamente alta: 0,7% (Stemmer 1994a). Dentre os genes cry variantes selecionados
nesse estudo, a taxa de mutacdo média também foi 0,7%, indicando éxito na execugdo
do DNA shuffling. Apesar de essas mutacbes proverem diversidade, elas podem
ocasionar problemas, especialmente quando essa taxa é muito alta (Zhao and Amold
1997). No caso da presenca de iniUmeras mutagcfes, a maioria das proteinas teriam suas
funcdes comprometidas. Enquanto que no caso do nimero muito baixo de mutacdes, ha
a persisténcia do gene parental, uma baixa diversidade e uma ineficdcia do método.
Taxas de mutacdes baixas sdo requeridas na evolucgdo in vitro de genes integros (Moore

and Amold 1996).

7.3. Teste de enriquecimento das BBMVs de T. I. licus
Com o objetivo de analisar a qualidade das BBMVs de T. I licus preparadas
para utilizacdo em experimentos de ELISA e selecdo de variantes Cry por Phage

display, foram realizados ensaios enzimaticos para determinar o enriquecimento da



atividade especifica das enzimas marcadoras de qualidade: fosfatase alcalina (EC
3.1.3.1) e leucina aminopeptidase (EC 3.4.11.1). Os resultados indicaram aumento de
13,5 vezes na atividade da fosfatase alcalina e 7 vezes na atividade da leucina
aminopeptidase (Figura 19), demonstrando a qualidade da preparacdo de BBMVs
utilizadas nos experimentos realizadas no presente estudo. Estes resultados estdo de
acordo com outros estudos que utilizaram BBMVs de insetos lepidopteros. Um
incremento de 3 a 22 vezes para a fosfatase alcalina e de 4 a 34 vezes para a leucina
aminopeptidase foram obtidos como descrito na literatura (Lorence et al. 1997; Bravo et

al. 2002; Gonzalez-Cabrera et al. 2006; Leonardi et al. 2007).
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Figura 19. Analise da qualidade das preparagdes de BBMVs obtidas das larvas de T. L licus pela
determinacdo da atividade especifica das enzimas marcadoras (A) fosfatase alcalina e (B) leucina
aminopeptidase.

7.4. Selecdo das variantes dos genes crylAa e cryllal2 por Phage display

Partindo da biblioteca combinatéria contendo 1,36 x 106 genes crylAa e
cryllal2 variantes foram realizados cinco ciclos de selecdo (biopanning) para
selecionar toxinas com atividade para a broca gigante da cana-de-acUcar. Para tanto, 0s
fagos apresentando as proteinas CrylAa e Cryllal2 fusionadas a proteina Il foram
colocados em contato com as BBMVs de T. I licus. Para cada ciclo de selecdo (Figura
20), o numero de lavagens foi aumentado correspondendo a 8, 15, 25, 30 e 35 lavagens
para os ciclos de 1 a 5, respectivamente. Com as lavagens, espera-se que os fagos
inespecificos ou aqueles com fraca afinidade com o alvo sejam eliminados dos pog¢os da

placa. Com o aumento da estringéncia ficam retidos aos pogos da placa os fagos



apresentando forte afinidade com o alvo. Ap6s o procedimento de eluigdo, estes fagos
sdo reamplificados em cada ciclo. O titulo de entrada ou input e o titulo de saida ou
output foram determinados para cada ciclo. Os resultados dos titulos de saida obtidos
em cada ciclo do biopanning estdo representados na Figura 22. A anélise dos resultados
indicou o quarto ciclo como o ciclo de enriquecimento de fagos especificos as BBMVs
de T. I licus.

Existem relatos de outros autores sobre tentativas de apresentar toxinas Cry na
superficie de fagos filamentosos de uma forma funcional, sendo capazes de ligar-se in
vitro aos seus receptores naturais, mas sem sucesso (Marzari et al. 1997; Kasman et al.
1998). No presente estudo, os resultados indicaram que as toxinas CrylAa e Cryllal2
variantes apresentadas na superficie de fagos VCSM13 mantiveram a capacidade de
ligacdo aos seus receptores, indicando que provavelmente a estrutura das moléculas foi
preservada durante a montagem na superficie dos fagos. O mesmo relato é
extensivamente discutido nos estudos utilizando as toxinas Cryllal2synth e Ciy8Ka5
(Craveiro et al. 2010; Oliveira et al. 2011). Neste contexto, utilizando o sistema de fago
T7, variantes da toxina CrylAa foram selecionadas por biopanning, apresentaram
alteracdes no loop 2 do dominio Il e se ligaram a caderina de Bombyx mori com maior
afinidade (Ishikawa et al. 2007). Também foi mostrado que a toxina Cryl Acl foi ativa
ap0ls ser apresentada na superficie do fago 'k (Vilchez et al. 2004), refor¢cando a idéia
gue é necessaria a analise caso a caso para se escolher o sistema de expressdo a ser

utilizado.



Figura 20. NUumero de coldnias obtidas em cada ciclo de sele¢do (biopanning). Esta
destacada em verde, a biblioteca combinatdria de genes cry utilizada neste experimento. A
cor vermelha representa o ciclo com maior titulagdo, sugerindo ser o ciclo de selegao
contendo fagos apresentando forte especificidade de ligacdo as BBMVs de T. I licus.

7.5. PCRs de coldnia

Partindo dos fagos eluidos no quarto ciclo de selecdo, o material de
quatrocentas coldnias isoladas e escolhidas aleatoriamente foram analisadas por PCRs
de colénia. As massas dos amplicons foram consideradas como indicativo de
integridade do gene variante em comparacdo com a massa dos genes parentais crylAa e
cryllal2 (Figura 21). De quatrocentas col6nias analisadas, cinco apresentaram o

tamanho aproximado de 1944 pb, indicado pela massa dos genes cry parentais.
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Figura 21. Analise em gel de agarose (0,8%) mostrando o tamanho esperado do inserto

(1944 pb) apés PCR de colonia. (1) | Kb Plus DNA Ladder, (2) Controle positivo (gene

cryllal2 selvagem), (3-22) Colonias analisadas, onde os circulos indicam amplicons do

tamanho equivalente aos genes cry parentais (aproximadamente 1944 pb).

Apos a selecdo das variantes de genes crylAa e cryllal2 por PCRs de colbnia,
foram realizadas reagbes de sequenciamentos utilizando os oligonucleotideos
iniciadores 9 e 10 (Tabela 9), que anelam nas extremidades desses genes. Com isso, foi

constatado, apds alinhamentos com as seqiiéncias nucleotidicas dos genes crylAa e



cryllal2 parentais, que esses genes cry eram todos variantes do gene cryllal2, cujo

ndmero de acesso no Genebank é AY788868.

7.6. Expressdo das variantes dos genes cryllal2 selvagem e variantes em
E. coli e imunodeteccdo por Western Blot

A expressdo das cinco variantes Cry, obtidas nesse estudo, realizada em E. coli
foi detectada por Western Blot (Figura 22). O sinal detectado em cada variante foi
comparado com o sinal dos controles positivo (toxina Cry8Kab5) e negativo (E. coli XL-

1 Blue ndo-transformada).

Figura 22. Analise da imunodetec¢cdo por Western Blotting do produto das expressfes das
toxinas Cry 1la 12 selvagem e variantes.

O tamanho calculado para as proteinas Cryllal2 e variantes fusionadas a
proteina Il do fago é de 116,5 kDa. Considerando que a toxina Cryllal2 possui 74 kDa
(Grossi-de-Sa et al. 2007) e a proteina Ill, que faz parte da maquinaria protéica do fago
M 13, possui 42,5 kDa (Barbas Ill et al. 2001). Pela anélise comparativa de massa das
proteinas detectadas no Western Blot sugere-se que todas as proteinas Cryllal2
parental e variantes selecionadas neste estudo foram corretamente expressas em sistema
de expressdo utilizando E. coli.

Oliveira et al (2011) demonstraram que a toxina Cry8Ka5 foi adequadamente
expressa em E. coli, ap6s analise em Western Blot utilizando o anticorpo monoclonal
Anti-His. Com o anticorpo monoclonal Anti-HA, Craveiro et al (2010) indicou, ap6s a
técnica de Dot Blot, que a toxina Cryllal2synth e suas variantes foram expressas a qual
foi gerada e selecionada pela combinagdo das técnicas de DNA shuffling e Phage

display, reiterando o éxito desse sistema.



7.7. Determinacdo da atividade entomot6xica das variantes Cryllal2
sobre larvas de T. . licus

Para a determinagdo da atividade entomotéxica das variantes Cryllal2,
selecionadas pela afinidade a BBMVs de T. I licus e expressas em E. coli, foram
realizados bioensaios utilizando as larvas de loe 2oinstares do inseto alvo. As proteinas
expressas foram quantificadas por ELISA, utilizando como padrdo a proteina Cry8Ka5
purificada e o anticorpo anti-Cryllal2. A quantificacdo foi importante para padronizar
os tratamentos nos bioensaios adicionando-se a todos os tratamentos a concentracdo de
3 pg/mL de proteina. Esta concentracdo foi estabelecida de acordo com o maximo
disponivel para a variante expressa em menor quantidade (0,05 ng/pL).

Na Figura 23 estdo apresentadas as atividades entomotoxicas para as cinco
variantes Cryllal2. Foram encontrados indices diferentes de toxicidade para as
proteinas testadas. No entanto, as analises estatisticas indicaram diferencas
significativas somente entre a toxina Cry2Aa, as variantes Il e V e a toxina Cryllal2

selvagem.

Figura 23. Andlise de mortalidade das larvas de T. L licus causadas pelas variantes da toxina Cryllal2
em bioensaios utilizando dieta artificial. Controle negativo, somente dieta liquida artificial, Cryllal2
selvagem, proteina original expressa em E. coli. Variantes I, Il, Ill, IV e V, variantes da toxina Cryllal2
expressas em E. coli. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan no
nivel de 5% de significancia.



Em nosso grupo de pesquisa, em trabalho ainda ndo publicado, foi
desenvolvida uma metodologia para validacdo de um método de bioensaios utilizando
larvas de T. I licus. No presente estudo, essa metodologia foi utilizada e foram
identificadas toxinas Cry1llal2 variantes com atividades toxicas promissoras contra a
broca gigante da cana-de-acUcar. A aplicacdo de toxinas Cry ativas contra insetos
lepiddpteros sdo bem conhecidas (Antonino-Souza Junior et al. 2009; Baig et al. 2010;
Valicente et al. 2010; Shan et al. 2011), porém, ha somente um relato, anterior a este
estudo, indicando a acdo de moléculas variantes de Cry, com atividade contra T. I. licus
(Craveiro etal. 2010).

Os resultados apresentados mostram que a toxina Cry2Aa apresentou a maior
atividade para T. I licus dentre as outras variantes testadas. A mesma encontra-se
protegida sob a forma de patente (Abad et al. 2009), porém a atividade contra a broca
gigante da cana-de-acUcar ndo tinha sido descrita na literatura e, portanto, para fins de
aplicacdo biotecnoldgica, sera alvo de patenteamento. As moléculas variantes de Cry
geradas neste estudo apOs completa validacdo passardo pelo mesmo processo e serdao

utilizadas em programa de transformacdo genética de cana-de-aglcar pela EMBRAPA.

7.8. Ensaio de ligacdo da toxina Cryllal2 selvagem e suas variantes as
BBMVs de T. I licus

A afinidade de ligagdo das toxinas Cryllal2 e de suas variantes obtidas por
evolucdo molecular in vitro as BBMVs de T. I licus foi testada utilizando concentracdes
crescentes das moléculas Cry (Figura 24). Na concentragdo 6tima de 1 |ig, as toxinas
variantes Il, Il e V mostraram maior capacidade de ligacdo as BBMVs da broca gigante

da cana-de-agucar.



Figura 24. Especificidade de ligacdo das toxinas Cryllal2 selvagem e variantes as
BBMVs de T. I licus.

Comparando-se a atividade entomotéxica das variantes Cryllal2 e selvagem
com a especificidade de ligagdo as BBMVs de T. I licus, é visto que hd uma correlacéo
positiva no caso das variantes Il e VV, onde houve uma maior afinidade de ligacdo e uma
maior capacidade de formar poros nas BBMVs e, consequentemente, uma maior agao
entomotdxica. No caso da variante Ill, uma capacidade de ligagdo as BBMVs néo
significou uma capacidade de formar poros e, consequentemente, mortalidade da
variante Cryllal2 sobre as larvas de T. I licus, sugerindo que a mutacdo causada

durante o DNA shuffling (S84G) tem influéncia nesse processo.

7.9. Analise de seqliéncias das variantes cryllal2 selecionadas

No presente estudo, foram obtidas sequéncias de genes variantes selecionados
da biblioteca combinatéria contendo genes crylAa e cryllal2 variantes. Os
alinhamentos com as sequéncias de aminoacidos mostraram alta homologia com
seqliéncia da toxina Cryllal2, indicando que as novas moléculas selecionadas sdo
variantes de Cryllal2. A analise comparativa das seqiiéncias indicou que a
recombinacdo génica resultou em algumas substituicfes, delecbes ou adicdes de
aminoacidos em comparacdo a toxina selvagem.

A variante | possui substituicdo de uma serina (S) por uma glicina (G) na
posicdo 84 e substituicdo de uma arginina (R) por uma lisina (K) na posi¢do 159, ambas

localizadas no dominio I. Além destas, existe uma substituigdo da glicina G380 por uma



arginina (R), localizada no dominio Il. Na variante Il, foram identificadas as seguintes
alteragdes: dominio I: substituicdo de uma serina (S) por uma glicina (G) na posicdo 84;
de uma arginina (R) por uma lisina (K) na posicdo 159, a delecdo dos residuos de
leucina (L) e serina (S) nas posicdes 212 e 213, e dominio Il: substituicdo de uma
glutamina (Q) por uma serina (S) na posicdo 413, de uma prolina (P) por uma treonina
(T) na posicao 414 e de uma prolina (P) por uma leucina (L) na posicdo 419. A variante
Il possui apenas uma substitui¢do de uma serina (S) por uma glicina (G) na posicéo 84,
localizada no dominio I. A variante IV possui além da substituicdo de uma serina (S84)
por uma glicina (G), a substituicdo de uma arginina R 159 por uma lisina (K), ambas
localizadas no dominio I. No dominio Il, ocorreu a substituicdo de uma glicina (G) por
uma arginina (R) na posicdo 380 e a insercdo de uma lisina (K) na posicdo 427.
Finalmente, para a variante V, foi identificada apenas uma substituicdo no dominio I:

4cido aspértico (D233) por asparagina (N) (Tabela 12).

Tabela 12. Mutacdes encontradas nas toxinas Cryllal2 variantes

Variantes Cryllal2 Mutacdes Dominio
I S84G I
R159K |
G380R Il
I S84G |
R159K |
L212del |
S213del I
Q4138 I
P414T I
P419L I
1 S84G |
v S84G |
R159K |
G380R I
K426_F427insK I
\Y D233N* |

+Craveiro et al (2010).



Apo6s a comparacdo entre os modelos das estruturas das toxinas Cry8Eal,
CrylAa, Cryllal2synth (Liu and Dean 2006; Guo et al. 2009; Craveiro et al. 2010) e as
variantes Cry 1la12 obtidas neste estudo, foi possivel situar espacialmente a posi¢do das
10 mutagdes encontradas nas cinco toxinas variantes. Cinco mutagdes estdo localizadas
no dominio I, S84G na hélice a-2, R159K na hélice a-4, as dele¢Ges dos residuos de
leucina (L) e serina (S) nas posi¢des 212 e 213 no loop entre as hélices a-5 e a-6,
D233N, na hélice a-6. J& as mutacdes localizadas no dominio Il, sdo G380R, na folha P*
5, Q413S, P414T e P419L, na folha P-8 e a inser¢do do residuo de lisina (K) na posicao
427, encontra-se no loop entre as folhas P-8 e P-9 (Figura 25). Neste estudo, 0 modelo
foi validado com PSIPRED Protein Structure Prediction Server (Jones 1999)
submetendo as sequéncias aminoacidicas ao servidor UCL Bloomsbury Centre for
Bioinformatics, http://bioinf.cs.ucl.ac.uli/psipred/.

L212-
S213-

Figura 25. Estrutura tridimensional da toxina Cryllal2 e as mutagdes encontradas nas variantes

geradas por DNA shuffling.

Analisando o0s resultados de toxicidade contra larvas de T. I licus,
especificidade de ligacdo as BBMVs e sequenciamento das bases nucleotidicas dos
genes cryllal2 variantes, pode-se sugerir que:

(A) a mutagdo presente na variante Il (S84G), localizada no dominio I, o qual

é responsavel pela inser¢do na membrana e formacgdo do poro, interfere nesse ultimo


http://bioinf.cs.ucl.ac.uli/psipred/

processo, pois é visto que, essa toxina variante, possui capacidade de ligacdo o0s
receptores do intestino médio (BBMVs), porém ndo possui atividade toxica;

(B) A mutacdo S84G presente também nas variantes | e IV, em conjunto com
as mutacbes R159K e G380R, localizadas no dominio 1 e Il, respectivamente,
possivelmente ndo tém influéncia na toxicidade contra as larvas de T. I licus. Algo
similar acontece na variante 1V, com a insercdo de uma lisina na posi¢ao 427, localizada
no dominio I, que é responséavel pelo reconhecimento do receptor;

(C) Para a variante Il, a qual possui atividade toxica 2,5 vezes maior que a
toxina Cryllal2 selvagem, excluindo as mutacdes S84G e R159K, h4, no dominio I, as
delecbes de uma leucina e um serina, nas posicdes 212 e 213, respectivamente, e as
substituicdes Q413S, P414T e P419L, no dominio Il. Em relagdo as delecBes no
dominio I, por se localizarem proximas a hélice a-5, a qual, juntamente com a hélice a-
4, é uma regido importante na formacdo de um poro transmembrana estavel
(Taveecharoenkool et al. 2010), pode-se sugerir que pode ter havido um encurtamento
do loop adjacente, e como uma possivel conseqliéncia, a formacdo do poro foi
favorecida.

Quanto as substitui¢cdes do dominio Il, considerando que a glutamina e a serina
sdo aminoacidos frequentemente envolvidos em sitios de ligacdo, a substituicdo de um
pelo outro na posicdo 413, provavelmente, foi neutra; em relacdo a substituicdo de uma
prolina, um aminoéacido de cadeia lateral ndo reativa por uma treonina (posicdo 414),
que é um aminoacido muito comum no centro de proteinas funcionais (Betts and Russel
2003), sendo bastante reativo, pode ter facilitado a acdo da toxina por prover a
flexibilizacdo da estrutura protéica e mais propensa a interagir com o receptor.
Novamente a substituicdo de uma prolina e desta vez com uma leucina (posicdo 419),
um aminoacido também ndo reativo, porém pode estar envolvido na
ligacdo/reconhecimento de ligantes hidrofébicos, como as BBMVs, favorecendo o
aumento da afinidade da variante Cryllal2 aos receptores de T. I licus;

(D) Para a variante V, como discutido em Craveiro et al. 2010, a substituicdo
de um &cido aspartico por uma asparagina, na posicdo 233, toma a toxina menos
negativa, afetando as interagbes da toxina com meio solvente.

Resumindo, as mutacdes geradas pelo DNA shuffling estdo localizadas nos
dominios | e Il das toxinas Cryllal2 variantes, tendo relacdo com a insercdo da toxina
na membrana e formagdo do poro, e reconhecimento do receptor pela toxina,

respectivamente. A funcdo dessas proteinas inseticidas depende da interacdo dos trés



dominios, os quais possuem diferentes funcdes relacionadas ao mecanismo de
toxicidade e, mesmo pequenas mudangas da estrutura pode ter um efeito sobre a
atividade larvicida (Xie et al. 2005; Shan et al. 2011).



8. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu a identificacdo de toxinas ativas para o inseto alvo,
assim como geracdo de novas toxinas melhoradas com atividade para larvas de T. I

licus.

Genes para essas toxinas tém o potencial de serem aplicados na geracdo de
plantas de cana-de-acUcar resistentes ao inseto-praga estudado e serdo alvos de

patenteamento.



9. PERSPECTIVAS

Estudos de mutagénese sitio-dirigida e de dinamica molecular
Para o melhor entendimento do efeito das mutacdes presentes nas variantes da
toxina Cry11al2 sobre a atividade biol6gica exercida por estas proteinas contra larvas de

T.Llicus.

Patenteamento dos genes cry codificantes para proteinas entomotéxicas e
construcdo de vetores para a transformacdo genética de cana-de-acUcar
Os genes em questdo serdo patenteados e serdo construidos vetores de expressdo

com a finalidade de produzir plantas de cana-de-aglUcar com resisténcia a esse inseto-

praga.
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ANEXO |

Os meios de cultura foram autoclavados a 120-130°C por

acondicionados em temperatura ambiente até sua utilizacdo.

Meios de Cultura

MEIO LB

Triptona

Extrato de levedura
Cloreto de Sddio

pH 7,0

MEIO LB AGAR
Triptona

Extrato de levedura
Cloreto de Sddio
pH 7,0

Agar

MEIO SB

MOPS

Extrato de levedura
Triptona

pH 7,0

(P/V)
1%

0,5%
0,5%

(p/v)
1%

0,5%
0,5%

1,5%

(p/v)
1%
2%
3%

minutos e



Solucdes e Tampdes

PEG/NaCl (p/v)
PoliEtileno Glicol 8000 20%
Cloreto de Sodio 15%
TAMPAO MET

Manitol 300 mM

EGTA 5mM

Tris base 17 mM

pH 7,5

PMSF 1mM

TAMPAO DE DNAse |
Tris-HCIl pH 7,5 50 mM

MnCh 1mM
BSA 0,1 mg/mL
TAMPAO TBS

Tris-HCI pH 7,5 50 mM
NacCl 150 mM
TAMPAO PBS

NacCl 137 mM
KC1 2,7 mM
Na2H P04 12 mM
KH2P04 1,2mM

pH 7,4



TAMPAO TRIS-GLICINA 5X

Tris Base 125 mM
Glicina 960 mM
pH 8,3

TAMPAO DE TRANSFERENCIA
Tampdo Tris-Glicina X

Metanol 20%

TAMPAO DE AMOSTRA 2X
Tris-HCI pH 6,8 100 mM
SDS 4 %
Azul de Bromofenol 0,2%
Glicerol 20%
Dithiotreitol 200 mM



ANEXO 111

Selecdo a partir da placa de ELISA sensibilizada

No dia anterior a placa de ELISA foi sensibilizada com 100 ng de enzima g.s.p. 100 fiL
de TBS e incubada Ovemight a 4°C.

Horéarios

1. Incubar a placa de Elisa a 37°C por 1
hora.
2. Lavar trés vezes com 150 jiL de PBS-
Tween 0,1% - colocando e descartando
por inversdo da placa em papel toalha.
3. Adicionar 150|iL de BSA 3% em TBS
Incubar a 37°C por Ih. (solugdo de
bloqueio).
4. Descarte a solucdo de bloqueio e lave 3x
com PBS-T como em (2).
5. Adicione 100 (iL de preparacdo de fago
Incube 2 horas - 37°C.
6. Lave os fagos invertendo a placa em
papel toalha e adicionando 150 ~L de
PBS-Tween pipentado “up-down” 5-6
vezes e esperando 5 minutos em cada vez.
Repetir 5x no primeiro ciclo e ir aumento
conforme os resultados.
7. Adicionar 100 \iL de tampdo tris-glicina
pH 2.2 (Tp. de eluicdo)
Incubar 10 min. Temp. amb.
8. Pipete 10x “up-down” e transfira para
um tubo eppendorfcontendo 12|iL de tris-
base 2M (Tp. neutralizante) (=material de
“output” para infectar bactéria)
9. Transferir 106jjL deste “output” para 2
mL de cultura de E. coli competente, com
-1.0 de OD.
Incubar 15 minutos em temperatura
ambiente.
10. Adicionar

6 mL de meio SB (pré-aquecido a
37°C)

2% Glicose (ou 320 (aL de glicose
50%)

1,6 nL de Carbenicilina (100 mg/mL)

12 uL de Tetraciclina (5 mg/mL)
11. Retirar 200 \iL deste cultivo para
plagueamento de “output”;

Incubar o restante a 37C, 300 rpm por
Ih.



12. Adicionar 2,4 |iL de Cb (I00Omg/ml)

Incubar por Ih a 37°C, 300 rpm
13. Sensibilizar placa de ELISA para dia
seguinte (1 \ig de proteina em 98 |aL de
TBS - 4°C O.N.)
14. Adicionar aos 8 mL de cultivo:

91 mL de meio SB pré-aquecido

1 mL de fago VC13(helper)

46 jiL de Cb (I00Omg/ml)

184 \iL de Tc (5mg;ml)

Incube por 1A -2 hs a 37°C 300 rpm
15. Adicione 70 |aL de Canamicina (100
mg/mL)
Incube a 37°C 300 rpm, durante pelo
menos 12 horas.

Plagueamento do “Output”:

O material coletado no item 11 pode ser plaqueado em dilui¢des (sem diluicdo/10'2/10'4
e 10'6).

Partir de 2 nL do cultivo para 198 ~L de meio SB (diluigdo 10'2).

Plaquear 100 |iL de cada diluicdo em placas LB/Agar com 50 |ig/mL de carbenicilina.

Ciclos de Selecdo - Cultivo e preparacao de fagos

Horarios
1. Do cultivo que ficou incubando O.N.
coletar 4 tubos com 1 mL.
Centrifugar 6000 rpm por 20 minutos a
4°C
Transferir o sobrenadante para tubos
novos e guardar 4°C. O precipitado é
guardado a -20°C para futura extracdo de
DNA.
2. Centrifugar o restante do cultivo (4000
rpm (rotor GSA - Sorwal; 4°C por 20
minutos).
3. Transfira o sobrenadante para frasco
novo e adicione 20 mL de PEG 8000/NaCl
5X. Incube no gelo por 30 minutos.
4. Coloque para crescer a 37°C (250 rpm)
5 uL de E. coli competente em 5 ml de
meio SB pré-aquecido. A OD deve se
aproximar de 1,0 ap6s 3-4 horas.
5. Cont. do item 3: Centrifugue 5000 rpm
(rotor GSA) por 1horaa 4°C.
5. Descarte o sobrenadante e inverte o tubo
para escorrer em papel toalha, por 10



minutos.

6. Ressuspende o precipitado em 1,0 mL
de BSA 1% em TBS, pipetando “up-
down”.

7. Transfira para tubos novos e centrifugue
rotagdo maxima por 5 minutos a 4°C .
Guarde o sobrenadante a 4°C e descarte o
precipitado.

ps: Esta preparacdo deve ser usada para infectar E. coli e fazer o plagueamento.
Caso a sele¢do ndo for continuar no dia seguinte deve-se fazer a reamplificagdo
deste material para dar continuidade & selegéo.

Plagueamento de Input:

1) Fazer dilui¢des de 10'2/10"410"6/10'§10'10 partindo de 2 nL da preparagdo de
fago em 198 jiL de meio SB.

2) 2 das dilui¢des a ser plagueadas (bom €é 10'610'8e 10'1) devem ser
adicionados a 200 nL de cultura de E. coli (Item 4)

3) Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

4) Plaquear 100 jiL de cada diluicdo em placas de SB/agar com 50 ng/mL de
Carbenicilina, incubar a 37°C Ovemight.

5) Determinar a titulacdo e calcular qual a UFC/mL.
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Sugarcane giant borer (Telchin licus licus) is a serious sugarcane pest in Américas whose endophytic
lifestyle hampers effective chemical and biological Controls. Therefore, development of alternative con-
trol methods is extremely important. Envisaging development of transgenic plants resistant to this pest,
we investigated the effect of the Bacillus thuringiensis Cry protein Cryl lal 2synth (truncated protein lack-
ing C-terminus with plant codon usage) and variants against T. I. licus. cryllal2synth gene was used to
generate mutated variants, which were screened for toxicity toward T. I licus. For that purpose, an inno-
vative technique combining cry gene shuffling with phage-display was used to build a combinatorial
library comprising 1.97 x 105 Cryllal2synth variants. Screening of this library for variants binding to
T. I. licus Brush Border Midgut Vesicles led to the identification of hundreds of clones, out of which 30
were randomly chosen for toxicity testing. Bioassays revealed four variants exhibiting activity against T.
I. licus as compared to the non-toxic Cryl lal 2synth. Eight single substitutions sites were found in these
active variants. Based on theoretical molecular modelling, the probable implications of these mutations
are discussed. Therefore, we have four genes encoding Cryllal 2synth variants active against T. I. licus
promising for future development of resistant transgenic sugarcane lines.

© 2009 Elsevier B.V. Ali rights reserved.
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1 Introduction mechanical and biological control methods. The damage caused by

this insect pest involves destruction ofthe basal internodes, reduc-

Despite technological advances, sugarcane (Saccharum offici-
narum L.) culture still faces several phytosanitary problems and
plant predators. Sugarcane giant borer, Telchin licus licus (Drury,
1773) (Lepidoptera: Castniidae), is one ofthe mostimportantinsect
pests of the sugarcane crop, occurring in several countries of the
Américas (Mendonga et al., 1996). The T. I. licus Caterpillar devel-
ops inside the sugarcane stem, survives from one season to the next
and causes significantannual economical losses (Mendonca, 1982).
This endophytic lifestyle hampers the effectiveness of chemical,
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Final W5 Norte s/n, CP 02372, CEP 70770-900, Brasilia, DF, Brazil.
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tion of sucrose, and formation of galleries that may compromise
the entire diameter of the stem. This facilitates secondary infec-
tions by other insects and even more frequently by microorganisms
(Mendongca et al., 1996). Therefore, the search for new alternatives
for the control of this pest is of great importance for sugarcane
producers.

In this context, a Bacillus thuringiensis (Bt) encoded entomotoxic
protein (Cry) has been investigated for potential control of sug-
arcane giant borer neonate larvae. Bt is an aerobic, gram-positive
bacterium that synthesizes crystalline inclusions during its sporu-
lation that are composed of one or more Cry toxins and/or Cyt
toxins (H&fte and Whiteley, 1989; Silva-Werneck and Ellar, 2008).
Cry toxins are presently classified into 58 types (Cryl-Cry58) and
many sub-types (e.g. Cryl Aaand Cryl Ba) based on their amino acid
sequence similarity. They are active against a limited number of
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susceptible insect species (including lepidopterans, coleopterans
and dipterans) and also against nematodes (Bravo and Soberdn,
2008). A major group of Cry toxins is the three-domain (3D)-Cry
family, members ofwhich share similarities in sequence and struc-
ture. At least two different hypotheses have been proposed to
explain the mode ofaction ofthese toxins, one relating to formation
of pores in the target insect midgut and the other involving signal
transduction. For both models, the first step is similar, i.e. the crys-
tals are ingested by the larvae and solubilised in the midgut into
protoxins. These are cleaved by midgut proteases to give rise to
an active 60 kDa 3D-Cry toxin. The activated toxin binds to a cad-
herin receptor that is located in the midgut microvilli (Bravo and
Soberdn, 2008). The pore formation model suggests that this inter-
action with a cadherin receptor facilitates the proteolytic removal
ofthe Cryal-helix, triggering toxin oligomerisation that results in
pore formation, causing larval death. In contrast, the signal trans-
duction model proposes that binding of monomeric toxin to a
cadherin receptor activates an adenylyl cyclase/protein kinase A
magnesium-dependent signalling pathway, resulting in cell lysis
(Bravo and Soberon, 2008; Zhang et al., 2006).

The spectrum of insects controlled by Bt can be broadened
by directed molecular evolution techniques, such as DNA shuf-
fling (Lassner and Bedbrook, 2001). DNA shuffling coupled with
the phage-display technique has been valuable for the generation
of genetic diversity and for selection of variants showing bind-
ing affinity to specific protein targets. DNA shuffling is an in vitro
recombination method that uses small homologous DNA sequence
fragments as substrates for PCR reactions, aiming to produce pop-
ulations ofgene variants (Stemmer, 1994; Zhao and Arnold, 1997).
This technique has been used for several applications in differ-
ent fields, including the generation of new molecules conferring
resistance to insect pests (Patten et al., 1997). The phage-display
approach involves the presentation of peptide and protein libraries
onthe surface of phage partides for facilitated selection of proteins
with high affinity and specificity for a determined target (Willats,
2002).

In a previous study, it was reported that Cryllal2 protein
exhibits considerable toxicity against the lepidopteran fali army-
worm (Spodoptera frugiperda), Tndicating a potential for activity
against other lepidopteran species (Grossi-de-Sa et al., 2007). Since
the cryilal2 gene was isolated by our research group and our
bank of cry genes is still under construction, the cryilal2 gene was
therefore used to initiate the prospection and development of Cry
toxins against T. I. licus. For this purpose, the nucleotide sequence
of the original cryllai2 gene was first changed to accommodate
plant codon usage, resulting in cryllal2synth. Considering that
Cryllal2synth is not toxic to T. I. licus, the aim of this work was to
use the cryl/a!2synth gene to generate and select protein variants
with toxicity towards T. I. licus. Then, DNA shuffling coupled with
phage-display was used to generate a cryllal2synth combinatorial
library. Screening of this combinatorial library for cryllal2synth
variants that bind to Brush Border Midgut Vesicles (BBMVs) of T. I.
licus resulted in the identification of new cryllai2synth molecules
with entomotoxicity towards sugarcane giant borer larvae.

2. Materials and methods
2.1. Midgut dissection

T. 1. licus second and third instar larvae, available in the field
solely during part of sugarcane season, were collected in a sug-
arcane plantation in Macei6, AL, Brazil. The larval midguts were
extracted and transferred to a microcentrifuge tube with MET
buffer (300mM mannitol, 5mM EGTA, 17mM Tris, pH 7.5) con-
taining 1mM PMSF. Then, midguts were centrifuged at 2500 x g
for 5min at 4 °C, the pellet was washed twice with MET buffer. The

resulting pellet, enriched with midguts, was stored at -80 “Cuntil
use.

2.2. Preparation of brush border membrane vesicles (BBMVs)

Preparation of BBMVs from the dissected midguts of T. I. licus
larvae was performed by using the precipitation method described
by Wolfersherger et al. (1987). The concentration of BBMVs pro-
teins was determined by the Bradford assay (Bradford, 1976) using
bovine serum albumin (BSA) as the standard for the calibration
curve.

2.3. cryliai2synth gene

Previously,.the B. thuringiensis S811 Brazilian strain, obtained
from the collection of EMBRAPA Genetic Resources and Biotechnol-
ogy, was used to isolate the cryllal2 gene (Grossi-de-Saet al., 2007)
(GenBank accession no. AY788868). For the present work, the orig-
inal cryllal2 nucleotide sequence coding solely for the truncated
toxin (lacking the C-terminus, i.e. consisting of the N-terminus and
the domains I-HI) was changed in order to accommodate plant
genetic codon usage and named cryllal2synth. The cryllal2synth
gene (1944bp) was synthesized by Epoch Biolabs, Texas, US and
cloned into the pBluescript Il vector (Stratagene). The resulting
sequence of cryllal2synth gene was deposited in the NCBI gene
databank under accession number FJ938022.

2.4. DNA shuffling

First, the cryllal2synth gene was excised from the pBluescript
Il harbouring vector by digestion at 37 °C for 16 h under the
following conditions: 5|xg plasmid DNA, 10U Not | (Promega),
20 USal I (New England Biolabs), 1x Buffer D (Promega), 10}j,g/mL
BSA, in a 20p,L final volume. The digestion products were
analysed by 1% agarose gel electrophoresis and the fragment
corresponding to the cryUal2synth insert (1944bp) was excised
and purified from the agarose gel using the Geneclean Il Kit
(Bio 101). Then, 10Jj,g of the purified cryflal2synth gene was
digested with 12.5 U of DNAse | (Invitrogen) at 15 :C for 15 min
and then interrupted by addition of 5 |xL of 0.5 M EDTA. Resulting
fragments of 30-50 bp were jointly purified from a 2.5% agarose
gel by using the High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).
Ten microlitres of the pool of purified fragments was used as
template in a PCR without primers in a 25 fiL final volume con-
taining 0.4 mM dNTPs, 1mM MgSU. and 2.5 U Platinum Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen), in 5x Platinum Tag DNA
Polymerase High Fidelity buffer. The conditions of the primerless
PCR were: 2min 95 °C; 44 cycles: 1min 95°C. 1min 42 “C and
1min 72°C (with a 5s increase in extension time per cycle); with
a final step of extension for 7min at 72*“C. The products of the
primerless PCR (1.5 jxL) were used as template for a second PCR,
containing the forward primer Cryllal2synthFOR (5'-CCCGG-
CCCAGGCGGCCATGAAACTCAAGAAC-3) and the reverse primer
Cryllal2synthREV (5-CCGGCCGGCCTGGCCTTCGTAAGTAACTTC-
3"). Both primers encode an Sfl 1site, which is adequate for later
cloning into the pCOMB3X phagemid (Andris-Widhopf et al.,
2000). The second PCR, performed in a 100 (jL final volume,
contained 0.2 mM dNTPs, 2 mM MySC>, 0.8 jj,M each primer, 5U
Tag DNA Polymerase (Invitrogen) and 5U Platinum Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen), in 1x Platinum Taq Buffer.
The conditions for the second PCR were: 2min 95°C; 10 cycles:
305 95°C, 1min 42 ;C and 1min 72°C; followed by 14 cycles:
Imin 95°C, Imin 42°C and Imin 72°C (with 20s increase in
extension time per cycle); with a final step of extension for 10 min
at 72"C. The second PCR product corresponding to the DNA
shuffling product was analysed by 1% agarose gel electrophoresis



and MMB5 (5-CGTCCATTGCATTCTmAAT-3'"), respectively. The
primers TLL3IF (5-TGTGTCCAGCCAATATATCG-3) and TLL3IR
(5-GTTGCCGTGTTGGTTCTCCT-3) were designed to deter-
mine the variants’ intemnediate sequences. The nucleotide
sequences were analysed using the BLASTn and BLASTX
algorithms (Altschul et al., 1997), available on the web
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Sequence align-
ments were performed by the ClustalW program (Thompson et al.,
1994), available on the web (http://www.expasy.org/). In order to
assemble the sequenced fragments and identify the positions of
the mutated residues, the variant sequences were compared with
the cryllal2synth parental sequence using the Staden Package
program (Staden, 1996).

2.10. Molecular modelling

Sequence homology to Cryllal2synth was sought in the Protein
Database Bank—PDB at the NCBI web site by using BLASTp with
default parameters (Altschul et ai., 1997). The resulting sequence
>et was aligned by using MUSCLE (Edgar, 2004) and further ana-
yzed with JALVIEW (Clamp et al., 2004). After manual refinement
3fthe sequence alignment, a homology model of Cryllal2synth
md four variants was generated using MODELLER, Version 9.6
'Sali and Blundell, 1993). Default regimes of model refinement by
:nergy minimisation and simulated annealing were employed. A
rigorous interactive modelling protocol was adopted in which 20
models were constructed and analysed for each variant alignment.
rhese models were analysed for stereochemical properties by using
PROCHECK (Laskowski et al., 1993). When no further improve-
ments could be achieved, the model with the best PROCHECK score
was taken as the final model. Diagrammatic representations of the
structures were generated by using PyMOL (DeLano, 2002).

3 Results
31 Generation ofa cryllal2synth combinatorial library

The cryllal2 gene (Grossi-de-Sa et al., 2007) had its nucleotide
sequence modified (hereafter referred to as crylio!2synth) to con-
form to plant codon usage, facilitating its future use in plants
for transgenic protection against insect pests. Besides changes in
codon Usage, the cryllal2synth gene coding sequence was also
reduced to comprise only the active part of the original cryllal2
molecule. Thus, the C-terminal domain, known to be dispensable
for the toxicity of Cry proteins, was deleted. Consequently, the
cryllal2synth gene is comprised of a 1944 bp open reading frame
encoding a predicted protein of 648 residues, whereas the cryllal2
gene is 2160 bp long and encodes a protein of 719 amino acids.
For DNA shuffling purposes, the purified crylla!2synth parental
gene was fragmented with DNasel. The resulting fragments in
the 30-50 bp range were recombined by primerless PCR. After a
subsequent PCR reaction containing suitable primers to recover
mutated crylfal2synth sequences, a population of cryilai2synth
variants was obtained and visualised as a 1944bp band (data
not shown). This band was excised from the gel, purified and
doned into the pCOMB3X phagemid between two Sfi 1restric-
tion sites (Fig. 1). XL-1 Blue E. coli cells transformed with the
resulting pPCOMB3X-cryllal2synth constructs generated a phage-
display combinatorial library of cryllal2synth variants containing
197 x 105colony-forming units (cfu)/mL(Fig. 2).

32 Selection of Cryliai2synth variants bindingto T. I. licus
BBW\s (biopanning)

Inorder to select the clones expressing Cryllal2synth variants
thatbind specifically to the T./. licus midgut, the phage-display com-

200.000
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Fig. 2. Biopanning screening of the cryllal2synth Phage display combinatorial
library for inferactions of Cryl lal2synth variants with Brush Border Midgut Vesicles
(BBMVs) from sugarcane giant borer larvae (T. I. licus). The graph shows the num-
ber of phage-infected bacterial colonies obtained from each round ofbiopanning. In
the second and third rounds of biopanning occurred the enrichmentofrecombinant
phages displaying Cryllal2synth variants specifically bound to T. I. licus BBMVs. The
points ofthe curve indicate the library titres in colony-forming units (cfu)/mL

binatorial library was used for biopanning. Five selection rounds
were performed. The second and third rounds were chosen since
they yielded phage showing the highest binding specificity to T. 1.
licus BBMVs (Fig. 2). Four hundred randomiy chosen clones from
the second and third rounds exhibited amplicons corresponding to
the original gene size of 1944bp (data not show). The expression
of the variant proteins was confirmed by dot blot detection of the
hemaglutinin (HA) epitope fused to the variant proteins. Areaction
signal was observed in the dot blot for most of the analysed clones
(data not shown). Thirty clones that showed an expression signal
inthe dotblotanalyses were randomiy selected for further analysis
of activity against T. /. licus.

3.3. Bioassays ofthe anti-T. I. licus activity of Cryltal2synth and
its variants

Bioassays to test the activity of Cryllal2synth and the 30
selected Cryllal2synth variants against T. I. licus were conducted
by feeding neonate larvae an artificial diet containing 10 p.g/mL
of the proteins expressed in fusion with M 13 phage. Incubation
of larvae either with a Cryllal2synth protein-supplemented diet
or a diet with no supplementation (negative control) resulted in a
mortality rate of about 25%, indicating that Cryllal2synth protein
is not active against T. 1. licus at the concentration tested (Fig. 3).
On the other hand, four out of the thirty Cryllal2synth variants
tested had a statistically significant effect on T. I. licus as compared
to the non-supplemented diet (Fig. 3). The analysis of variance was
significant for the mortality rates of these four variants (F-20.10:
p< 0.0001). Statistical analysis to compare the average mortality
rate revealed that the variants had similar toxicity to each other
and higher toxicity than Cryllal2synth (Fig. 3).

3.4. Analysis ofthe mutations in the active Cryllal2synth
variants

The four Cryl lal 2synth variants previously demonstrated to be
active against T. /. licus were sequenced, and after assembly and
alignment analysis, these new variant sequences were deposited
in the NCBI gene databank under assigned accession numbers
FJ938023 to FJ938026, respectively corresponding to cryVal2synth
variants 1-4. The cryllal2synth gene and its four shuffled variant
genes encode proteins of 648 amino acid residues. Sequence align-
ments comparing parental cryllal2synth and its variants identified
numerous nucleotide substitutions. Most of these nucleotide sub-
stitutions resulted in silent mutations, but a few resulted in amino
acid residue substitutions (mutations). No deletions were obtained
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Fig. 3. Bioassays of Crylal2synth and variants against T. 1 licus. Treatments con-
sisted of artificial diet supplemented or without Cryllal2synth protein or its
variants. Average mortality rates (%) are plotted (vertical bars) and corresponding
values are indicated.The standard deviation is indicated foreach treatment (vertical
lines). Average mortality rate values with different letters differ from each other by
the Tukey’s test at a probability of 5*.

(Table 1). Most of the changes in amino acid sequence were found
in domain I, with a few changes found in domain Ill and none in
domain Il (Table 1).

To try to predict the effects of the mutations on structure and
function, theoretical models were built for Cryllal2synth and the
four variants by using Cry8Eai_and Cry3Bbl (PDB entries 3EB7
and 1JI6, respectively) (Galitsky et al,, 2001; Guo et al., 2009) as
templates. Models were chosen for Cryllal2synth and its variants
according to PROCHECK analysis. In the template crystal structures
chosen (i.e. E3B7 and 1JI6) there are no defined atomic coordi-
nates to serve as templates to model N- and C-termini of the
Cryllal2synth variant structures. Therefore, the models of the
Cryllal2synth variants correspond to residues 62-643 (residue
numbers of the Cry primary sequences), lacking the N- and C-
termini butcontaining the three conserved domains ofthe Cry toxin
structure (Fig. 4A).

The theoretical tertiary structure of Cryllal2synth depicts the
location ofthe eight substitutions present in variants 1-4 (Fig. 4A).
Three substitutions are located in domain I (Fig. 4A): (i) 1116T, in
variant 3, located in the loop between alpha2b and alpha3; (ii)

Table 1
Mutations present in Crylial2synth variants.
Variant Substitution mutation Domain
1 D233N 1
E639G 1]
2 D233N 1
3 1116 T 1
L266F |
K5S0R m
4 M45v N-terminus
D233N |

D233N, in ali variants except for variant 3, located in helix «6; and
(iii) L266F, in variant 3, located in helix «7. Two mutations were
found in domain 111 (i) K580R, in variant 3, located in strand 1516;
and (ii) E639G, in variant 1, located in strand 1519,

4. Discussion

The gene cryilal2, previously isolated by our group from B.
thuringiensis S811 strain, encodes a protein proven to be highly
effective against the lepidopteran species S. frugiperda. In the
present work, we generated a combinatorial phage-display library
ofvariants ofcryllai2synth via DNAshufflingand successfully iden-
tified four variants with optimised activity against T. /. licus.

In the last decade, directed molecular evolution techniques,
such as DNA, shuffling, have been employed in the agricultural
research to create genes, such as the cry genes, encoding insecti-
cidal molecules for the development of transgenic insect-resistant
plants (Lassner and Bedbrook, 2001). The DNA shuffling strategy
used here was highly efficient for our purposes, as it generated
1.97 x 105 variants of cryllal2synth, out of which over 400 bound
specifically to T. I. licus BBMVs. Furthermore, four out of 30 tested
variants presented activity against sugarcane giant borer neonate
larvae when compared to the non-toxic Cryllal2synth.

In comparison to conventional bacterial expression systems, the
phage-display system, in addition to providing soluble, ready-to-
use protein, has advantages for the selection ofvariants that include
speed, ease ofuse and low cost. However, previous studies (Kasman
et al.,, 1998; Marzari et al., 1997) have encountered problems with
the functionality of proteins displayed on M13 phage. It was found
that the CrylAa toxin was not properly displayed, resulting in dele-
tions of the fused protein. Moreover, despite the fact that CrylAc
toxin displayed by M13 phage retained its toxicity against Mand-
uca sexta larvae, there was no binding to functional insect midgut
receptors invitro, suggesting structural restrictions ofthe displayed
toxin (Pacheco et al., 2006). In spite of these limitations previously
related in the literature, our group apparently established optimal
conditions that overcame such constraints to successfully express
Cryllal2synth protein variants with the MI3 phage-display sys-
tem.

When considering the four Cryllal2synth variants active
against sugarcane giant borer larvae, eight mutation sites ofamino
acid substitutions were found. Out of these eight, half resulted in
substitutions of nonpolar residues, whereas the other halfresulted
in substitution of charged residues. Moreover, it was observed
that most of these mutations were found in domain | of the
Cryllal2synth active variants. One of the roles of the Cry domain |
isthe insertion ofthe protein into the membrane. Dean et al. (1996)
using Y153D, Y153A and Y153R substitutions in CrylAb domain
I, demonstrated that the negatively charged residue D was less
favourable for toxin insertion into membranes than the positively
charged Ror neutral Aresidues. Another biological role attributed
to Cry domain | is the formation of pores. Girade et al. (2009)
demonstrated with CrylAa mutations in the a4 and a5 helices and
the a3-a4 and a5-a6 adjacent loops that these regions have an
important role in the pore formation mechanism. Therefore, muta-
tions located in domain | of the Cryllal2synth variants may have
influenced their insertion into the membrane or pore formation in
the midgut of T. I. licus.

In our work, two mutations in active Cryllal2synth variants
were found in domain Ill, a domain associated with protection
of Cry from proteolysis, with receptor binding and with regula-
tion of pore formation (Flores et al., 1997). In this respect, there is
evidence that domain Il of Cry proteins is involved in binding to
membrane proteins of the Spodoptera exigua midgut, demonstrat-
ing that domain 1l of CrylC can play an important role in toxicity
to insect pests (de Maagd et al., 1996).



Figd. Theoretical models of Cryllal2synth and variants. (A) ACryllal2synth ribbon diagram, as viewed using PyMOL, is depicted at the top of panei A. Domain |is shown
«red, domain Il in yellow and domain Il in blue. Separate models of each Cryllal2synth domain is shown in detail at the bottom of panei A a-helices and (3-strands are
iientified. Amino acid single substitutions present in the variants are coloured in red. The black dashed lines represent hydrogen bonds and the green dashed lines represent
dtbridges. (B) Details ofan amino acid substitution presentin Cryllal2synth variant 1 (right), as compared to the parental Cryllal2synth (left). The variant 1 presents the
lutation E639G, located in the pl9strand in domain Ill. The model on the leftdepicts the interactions between residue E639(inred)and residues Y283 (from block2), R562
Iftomblock4) and R637 (from block 5) (in cyan). These interactions are disrupted in Cryllal2synth variant 1 (right).

Taken alongside previous data in the literature, our molecular
nodelling analysis provides potential explanations for the activity
oftre four variants:

@) Inali Cry proteins, there are three conserved blocks, denoted
blocks 2, 4 and 5, that are associated with the functionality of
the toxins (Schnepfet al., 1998). In reference to the mutation
E639G found in variant 1, G639 interacts solely with residue
R562 from block 4 through two hydrogen bonds of around
3A, whereas in the Cryllal2synth protein, E639 interacts with
Y283 from block 2 through a hydrogen bond of 2.58 A, with
R562 from block 4 through three hydrogen bonds of around
3A, and with R637 from block 5 through a salt bridge of 3.34A
(Fig. 4B). Moreover, the mutation E639G of variant 1 is located
in the (319 strand of domain Ill, a domain associated with
protection of the toxin from proteolysis, binding to midgut
receptors, regulation of pore formation (Floresetal., 1997) and
binding to insect midgut membrane proteins (de Maagd et al.,
1996).

i) Variant 2 contains the single mutation D233N. The residue at
this position, be it D233 or N233, invariably presents its side
chainto the solvent environment. These residues neither inter-
act with nor belong to any region known to be relevant to the
entomotoxic activity of Cry proteins. Nevertheless, the substi-
tution of an oxygen from D233 for a nitrogen in N233 makes
this spot on the toxin less negative, which might affect the

(iii

=

interactions of the toxin with the solvent environment. To elu-
cidate the role of this mutation in the functionality of variant 2,
itwould be interesting to perform modelling studies of molec-
ular dynamics in order to better understand the movement of
the side chain of residue 233 in relation to simulated changes in
environmental conditions. Modelling studies of Cryllal 2synth
or variant 2 docking to the Cry receptor might also be revealing.
Moreover, bench experiments involving site-directed mutage-
nesis of residue 233 and its consequences on interactions with
the receptor and protein toxicity could shed light on the role
ofthis residue in Cry functionality.

Three mutations occurring in variant 3 seem to present an
interactive effect on the varianfs structure, and consequently
probably also on the varianfs biological activity. Concern-
ing the mutation 1116T, the oxygen of T116 interacts with
the beta-carbon of residue Al 20. This residue corresponds to
residue A92 from CrylAb, which is involved in the insertion
of the Cry toxin into the insect midgut membrane (Chen et al,
1995). Regarding the mutation L266F, L266 has its side chain
turned towards the residues E455 (domain I1), D270 and R262
(domain I). Thus the aromatic ringof F266, which is a less reac-
tive residue than L266, interferes with interactions between
domains I and Il. With respect to the mutation K580R, both
K580 and R580 are turned towards the neighbouring N578,
which corresponds to the CrylAc N546 residue demonstrated
to be related to CrylAc toxicity (Xiang et al., 2009).



Since the first 61 residues corresponding to the N-terminal
portion of Cryllal 2synth were not modelled, the effect ofthe muta-
tion M45V present in variant 4 could neither be modelled nor
analysed.

This work presents a pioneering approach towards the gener-
ation and selection of new genes to be used in the development
oftransgenic sugarcane resistantto the giantborer T. I. licus, a pest
that isextremely resistant to conventional control methods and for
which there is no known natural source of resistance. It should be
noted that additional experiments, such as site-directed mutagen-
esis and modelling studies of molecular dynamics and interactions
with the receptor are needed to better understand the effects ofthe
mutations present in the Cryllal2synth variants on the biological
activity of these proteins against T. I. licus. It will be also interest-
ing to test these toxins against to others insect pest and non-target
beneficiai insects. In conclusion, the Cryllal2synth variants 1 to
4 are active against sugarcane giant borer larvae and are there-
fore promising proteins for the future development of transgenic
sugarcane resistant to insect pests.
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Abstract

Background: The cotton boll weevil (Anthonomus grandis) is a serious insect-pest in the Américas, particularly in
Brazil. The use of chemical or biological insect control is not effective against the cotton boll weevil because of its
endophytic life style. Therefore, the use of biotechnological tools to produce insect-resistant transgenic plants
represents an important strategy to reduce the damage to cotton plants caused by the boll weevil. The present
study focuses on the identification of novel molecules that show improved toxicity against the cotton boll weevil.
In vitro directed molecular evolution through DNA shuffling and phage display screening was applied to enhance
the insecticidal activity of variants of the Cry8Kal protein of Bacillus thuringiensis.

Results: Bioassays carried out with A grandis larvae revealed that the LC50 of the screened mutant Cry8Ka5 toxin
was 3.15-fold higher than the wild-type Cry8Kal toxin. Homology modelling of Cry8Kal and the Cry8Ka5 mutant
suggested that both proteins retained the typical three-domain Cry family strueture. The mutated residues were
located mostly in loops and appeared unlikely to interfere with molecular stability.

Conclusions: The improved toxicity of the Cry8Ka5 mutant obtained in this study will allow the generation of a
transgenic cotton event with improved potential to control A grandis.

Keywords: Anthonomus grandis, Bacillus thuringiensis, Cotton, DNA shuffling, Phage display, Molecular modeling

Background

Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), com-
monly known as the cotton boll weevil, is the most
harmful cotton-feeding insect-pest in the Américas
[1-4]. Even in cotton fields where the insect has been
considered eradicated (e.g. Mississipi State USA), the
growers must maintain a continued vigil because of the
tremendous ability of the boll Weevil to return to pre-
vious controlled regions from time to time to re-infest.
Millions of dollars in insecticides were spent by growers
to have areas eradicated. In not eradicated areas, yield
losses to boll weevil exceeded until 10 percent in certain
years and the growers had to apply 8-12 boll weevil
sprays per field [5], These repeated treatments are
necessary, because only adult boll weevils feed on tender
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cotton terminais, on pollen from flower buds and on
fruits. The larvae are protected inside the boll, which
makes difficult the contact with chemical pesticides.
Recently presented during forum Brazil’ 2010/11, cotton
area produetion is estimated at 1.2 million of hectares
the highest since the early 1990’ [6]. However, espe-
cially in Brazil, boll weevil is considered a key pest in
cotton fields and despite of pest management and sev-
eral insecticide sprays, an efficient boll weevil control
does not exist. As an alternative to chemicals, the use of
transgenic plants resistant to A. grandis presents a
potential solution to the problem posed by insect-pests
[7]. The development of genetically modified (GM)
crops expressing Cry toxins has been widely researched
due to the toxic effect of these molecules against insect-
pests (lepidopterans, coleopterans and dipterans) and
nematodes which attack and thereby affect the produc-
tivity of crops such as cotton [8]. These toxins are
harmless to vertebrates and plants due their high
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specificity to the insect target. Since 1996, several insect-
resistant GM cotton events have been used commer-
cially throughout the world, including Bollgard®
(expressing the crylAc protein) and Bollgard 11®
(expressing the crylAc + cry2Ab proteins) from Mon-
santo, Widestrike® (expressing the crylAc + crylF pro-
teins) from Dow Agrosciences and VipCot® (expressing
Vip3A protein) from Syngenta/Deltapines. This technol-
ogy has been used to control lepidopterans, allowing an
increase in produetivity, reduetions in produetion costs,
human intoxication and environmental damage due to a
reduetion in chemical pesticide application [9]. At the
moment, however, none of the commercially available
GM cotton events are effective against the cotton boll
weevil, which is the most harmful cotton insect-pest in
Latin America. Cry proteins are included in parasporal
crystalline struetures produced by Bacillus thuringiensis
during sporulation [10,11]. Several hypothesis about the
insecticidal mechanism of action of Cry toxins have
been discussed in previous studies [12,13], including the
pore formation model [8,13,14] and the signal transduc-
tion model [15]. More recently, Guo et d [16] proposed
a plausible model for the initiation of Cry toxin domain
disassembly before membrane penetration and pore for-
mation. After ingestion, the crystals are solubilised and
activated by insect midgut proteases. According to
Bravo and Soberon [8], the binding of toxins to specific
cadherin-like receptors triggers the oligomerization of
toxin monomers. Directed by an aminopeptidase-N
receptor, the oligomer is inserted into the cell mem-
brane and forms a porg. Those pores are responsible for
a net influx of ions and water, leading to disturbances in
osmotic balance, cell lysis, midgut damage and insect
death [8]. In the intracellular signaliing model [15], the
binding of toxins to the cadherin-like receptor triggers
an Mg2+-dependent cAMP signaliing pathway that pro-
motes cell death. In both models, the affinity for cad-
herin receptors has been reported as the main step that
determines specificity. Mutations in those receptors
have been reported to be the cause of resistance acquisi-
tion [8], Moreover, Broderick et al [17] suggested that
the cry toxin activity is also dependent on the microor-
ganisms of the insect midgut. Molecular strategies that
involve structural and biochemical studies of Cry toxins,
as well as the isolation and characterisation of new cry
genes, are necessary to help elucidate the mechanisms
of action of Cry toxins and also to select molecules that
have the potential for improved toxicity and specificity
[14].

In this context, DNA shuffling, as described by Stem-
mer [18] and following modifications reported by Zhao
and Arnold [19], is the most commonly used technique
to promote in vitro directed molecular evolution. In this
technique, the introduetion of random mutations into

the nucleotide sequences results in a pooi of mutants
from which proteins with improved function can be
selected. Considering the biotechnological context, this
technique has been used as a tool to generate libraries
that contain variant genes encoding engineered proteins,
which can subsequently be selected according to their
potential agricultural or pharmaceutical use [20,21], In a
previous study reported by our group, a recombinant
toxin produced by the cryllal2 gene exhibited moderate
toxicity towards first instar larvae from both the lepi-
dopteran fali armyworm (Spodoptera frugiperda) (50%
mortality with 5 ng.mL'l) and the coleopteran cotton
boll weevil (50% mortality with 230 ng. mL'1l) [22].
More recently, cryllal2synth (a cryJlal2 synthetic gene
containing plant codon usage) was used in an approach
applying DNA shuffling coupled with the phage display
technique, which involves the presentation of peptide
and protein libraries on the surface of phage particles
for the facilitated selection of proteins with high affinity
and specificity for a determined target [23], Our data
showed that this strategy was able to efficiently generate
genetic diversity, and the screening of the combinatorial
library for cryllal2synth variants resulted in the identifi-
cation of novel molecules with improved entomotoxicity
towards the sugarcane giant borer larvae, Telchin licus
licus (Lepidoptera: Castniidae), an activity not exhibited
by the wild-type protein encoded by the original
cryllal2 gene [24].

In a parallel manner, our team isolated a new gene
classified as crySKal (GenBank accession no. FJ422558)
from a Bt strain that showed moderate toxicity to the
cotton boll weevil [25]. The entomotoxicity of recombi-
nant Cry8Kal protein expressed in E. coli bioassayed
against A. grandis larvae was confirmed [25,4].

In the present study, the cry8Kal gene was used in
the combined DNA shuffling and phage display techni-
gues to create novel Cry mutant toxins with improved
activity towards the coleopteran A. grandis. Around 105
Cry8Kal variants were generated, and the combinatorial
library and screened phage selection allowed the isola-
tion of new Cry toxins that exhibit improved toxicity
against the boll weevil insect-pest. Among the screened
Cry variants, Cry8Ka5 was selected for its high toxicity
and potential use as a biotechnology tool for the genera-
tion of transgenic cotton plants. Analyses from theoreti-
cal models created for Cry8Kal and Cry8Ka5 toxin and
comparison with other Cry toxin struetures revealed
that essential structural features are conserved.

2. Methods

2.1 Preparation of A. grandis Brush Border Membrane
Vesides (BBMVs)

Neonate A. grandis larvae were obtained from colonies
grown at the Embrapa Genetic Resources and
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Biotechnology Centre (Brasilia, Brazil) using an artificial
diet [25]. The BBMVs were prepared from midguts of
boll weevil larvae by Mg/EGTA precipitation and differ-
ential centrifugation [26]. The larval midguts were
extracted and transferred to a microcentrifuge tube with
MET (300 mM mannitol, 5 mM EGTA, 17 mM Tris,
pH 7.5) containing 1 mM PMSF. Two hundred midguts
were centrifuged at 2500 x g for 5 min at 4°C, and the
pellet was washed twice with MET buffer. The concen-
tration of BBMVs proteins was determined by the Brad-
ford assay [27] using bovine serum albumin (BSA) as
the standard for the calibration curve. The aliquots were
stored to -80°C until use.

2.2 cry8Kal gene amplification

A cry8Kal gene was previously isolated by our team
from a collection of Bacillus thuringiensis at the
Embrapa Genetic Resources and Biotechnology [25] was
chosen for further studies because the encoded toxin
had the potential to control the cotton boll weevil {A.
grandis). First, the crySKal gene (2001 bp), correspond-
ing only to the active part of the toxin, was PCR-ampli-
fied from the original plasmid using Platinum Tagq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen) and the Cry8Kals-
fiF ""CCCGGCCCAGGCGGCCGACCACGCGTATC
GA 3°) and Cry8KalsfiR (5'CCCGGCCGGCCTGG
CCGTTCAAGGAACCGTT 3’) primers, which intro-
duced an Sfi | restriction site (underlined). The PCR
program included the following steps: a denaturation
step, consisting of 1 cycle at 95°C for 5 min; 29 cycles
consisting of a denaturation step of 40 s at 95°C; a
hybridisation step of 40 s at 45°C; an elongation step of
40 s at 72°C; and finally, a step consisting of 2 min at
72°C. The PCR amplification produet was analysed by
1% agarose (w/v) gel electrophoresis, and the DNA
(approximately 2000 bp) was excised and gel-purified
using the Geneclean® Il Kit (BIO 101).

2.3 Generation of a combinatorial library using DNA
shuffling and phage display

The Sfi I-digested, PCR-amplified cry8Kal gene was
used as the starting material for the DNA-shuffling pro-
cedure [18,19]. First, 10 (ig of the purified cty8Kal gene
was randomly digested in a mixture containing 70 U of
DNAse 1enzyme (Invitrogen) in DNase | buffer (50 mM
Tris buffer, pH 7.6, containing 1 mM MnC12 and 0.1
mg/mL BSA). The digestion reaction was performed at
15°C for 20 min and interrupted by the addition of 5 |iL
of 0.5 M EDTA. The digestion produet was analysed by
2.5% agarose (w/v) gel electrophoresis and the 30-50-bp
fragments were jointly purified using the High Pure
PCR Produet Purification Kit (ROCHE). Ten microliters
of purified produet were obtained by performing a PCR
without primers in a 25-7L final volume containing 2.5

[iM of each dNTP, 0.5 mM MgS04, and 2.5 U of Plati-
num® Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen)
in the supplied IX buffer. A PCR program consisting of
the following steps was used: 95°C for 2 min; 43 cycles
of 95°C for 1 min; 44°C for 1 min and 72°C for 1 min
(with a 5-s increase in extension time per cycle); and 7
min at 72°C. To reassemble the variant genes, the pro-
duet of the primer-less PCR (7.6 |iL) was used as tem-
plate for a second PCR using the Cry8KalSfiF and
Cry8KalSfiR primers. The PCR mixture had a final
volume of'500 |iL and contained 0.2 mM of each dNTP,
2 mM MgS04, 800 nM of each primer and 25 U of Taq
(PhoneutriaJ/Platinum® Tagq DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) (1:1 mixture) in the supplied IX
Platinum Taq buffer. The conditions for the second
PCR were as follows: 2 min at 95°C; 10 cycles of 30 s at
95°C; 30 s at 45°C and 1 min at 72°C; 14 cycles of 30 s
at 95°C; 30 s at 43°C and 42 s at 72°C (with a 20-s
increase per cycle); and finally, 7 min at 72°C. Ali
assembly reactions were performed in a Mastercycler
gradient thermocycler (Eppendorf). The amplified
shuffled produet of approximately 2000 bp was analysed
on a 1% agarose (w/v) gel, the single band of approxi-
mately 2000 bp was excised and the DNA was gel-puri-
fied using the Geneclean* Il Kit (BIO 101). This
produet was digested using the Sfi | enzyme, and the
variant genes (0.9 |ig) were ligated into the pComb3X
phagemid (3.6 |ig) [28], which was also linearised using
the Sfi | site. For a single reaction, T4 DNA ligase (Invi-
trogen) (12 U) and 5X ligase buffer were mixed to
obtain a 200[iL final volume. The ligation produet was
dialysed, lyophilised and dissolved in 15 nL of water and
subsequently fractionated into five aliquots. Each aliquot
(3 |iL) was used to transform 60 |iL of the electrocom-
petent XL1-Blueav strain of Escherichia coli (Stratagene),
and the following procedures were carried out as first
described by Barbas Ill et al. [29] using the same modi-
fications that were previously reported in [24].

2.4 Selection of the Cry8Kal toxin variants that bind to A.
grandis BBMVs (biopanning)

The biopanning procedure for screening the combina-
torial library and selecting specific cry8Kal toxin var-
iants fused to phage particles was performed as
described by Barbas 111 et al. [29] with modifications
recently reported by Craveiro et al. [24]. At each round,
wells in microtitre plate were coated with BBMV pre-
paration (100 (ig) and incubated 16 h at 4°C. After five
rounds of selection, the clones from the cycle that
exhibited the highest number of colony-forming units
(efus) were isolated and analysed to verify the integrity
of the inserted crySkal variant genes via colony PCR
using the Cry8KalsfiF and Cry8KalsfiR primers
(described above). The clones that presented amplicons
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around 2000 bp in length were further used for the
expression of Cry8Kal variant proteins.

2.5 Expression of Cry8Ka (parental and variant gene
toxins) in fusion phage particles

First, the parental cry8Kal gene and several variants
exhibiting size integrity (approximately 2000 bp) were
expressed on the surface of M13 phage and analysed by
immunodetection (Dot blot) exactly as reported in a
previous study using the crylla.12 gene and variants by
Craveiro et al. [24].

2.6 Subdoning of cry8Kal and selected variant genes

into vectors for expression in E. coli bactéria

To confirm that toxins expressed by phage fusion exhib-
ited correct folding and activity, cry8Kal and cry8KaS
variant genes were subcloned into the pETIOI/D TOPO
(Invitrogen) plasmid according to the manufacturer’s
instruetions. The CRY8PETF (5'CACCATGCGA-
CACCTTCTACATCTG 3°) and CRY8PETR (5'CTAA-
GAAGCGTAGTCCGGAAC 3’) primers were used to
insert recombinant sites into genes. The pETIOI-based
expression constructions, Cry8KalPET101 and Cry8-
Ka5PETO01, were used to transform E. coli cells of the
BL21 (DE3) strain according to the manufacturer’s
instruetions. One colony of the bactéria carrying each
construct was cultivated at 37°C in 5 mL of Luria Ber-
tani (LB) médium containing ampicillin (100 |ig mL"1)
(i.e., LB selective medium), under vigorous agitation
(200 rpm) until an OD600nm of 0.6 was reached. This
pre-inoculum suspension was used to inoculate 2 L of
fresh LB selective medium, which was agitated for 6 h
after induetion by the addition of 1PTG to a final con-
centration of 0.5 mM. Before induetion, an aliquot of
the culture cells was collected and reserved. Typically,
cells were harvested by centrifugation (3000 x g, 10
min), and the pellet was resuspended using 1 mL of 20
mM Tris- HC1 (pH 8.0) buffer. Thereafter, the cell sus-
pension was lysed by sonication and stored at -80°C
until use. Final purification of His6X-tagged mature
Cry8Kal and variant toxins was performed using affinity
chromatography on 5 mL batches of Ni-NTA (QIA-
GEN) solid phase. The column equilibrium and chroma-
tography conditions were performed according to the
manufacturer’s instruetions. The eluted fractions were
collected, dialysed against water and then lyophilised.

2.7 Western blotting analysis

The purified recombinant proteins were analysed using
SDS-PAGE [30]. Typically, a 12% gel was loaded with 5
Hg of each expressed protein (Cry8Kal and its selected
mutants). After electrophoresis, the proteins in the gel
were visualised by Coomassie Blue R-250 staining. For
Western blotting, the protein samples were transferred

onto a HYBOND™-C EXTRA nitrocellulose membrane
using a Trans-blot Semi-dry Transfer Cell (BioRad®).
The solution used to block the membrane consisted of
2% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in TBS (6 mM
Tris-HCI, 15 mM NaCl, pH 7.5). Thereafter, the mem-
brane was incubated with anti-His-AP conjugate (Invi-
trogen®) (1:2000 dilution in TBS) for 2 h at room
temperature. After the membrane was washed three
times using TBS-T (0.05% (v/v) Tween 20 (Sigma®)
added to TBS), the immune reactive bands were
detected by immersing the blot according to the manu-
faeturer’s instruetions using an alkaline phosphatase
conjugate substrate® kit (BioRad®).

2.8 Quantification of the expressed toxins (ELISA)

To quantify proteins expressed by E. coli (as described
in 2.6), enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
were performed using the polyclonal rabbit anti-
Cry8Kal antibody, which was previously produced and
purified by our team (not shown). The concentration of
purified proteins was first determined according to
Bradford method [27]. For a standard curve, a serial
dilution was performed using purified CrySKal toxin (4
ng to 0.0019 ng) in wells of a microtiter plate. The wells
of the plate were protein immobilised for 24 h at 4°C
and then blocked using a solution containing 3% (w/v)
BSA in TBS-T buffer for 4 h at room temperature. Fol-
lowing the washes, the polyclonal anti-Cry8Kal antibody
(diluted 1:10000 in TBS-T containing 1% BSA) was
deposited and incubated for 16 h at 4°C. After washes,
samples were incubated with anti-rabbit 1gG secondary
antibody conjugated to peroxidase (Bio-Rad) (diluted
1:1000) for 2 h at room temperature. The TMB Peroxi-
dase EIA Substrate Kit® (BioRad) was used for detection
according to the manufacturer's instruetions, and the
reaction was stopped with 1 N H2S04. The absorbance
was measured at 405 nm using Benchmark Plus
(BioRad). The assays were carried out in triplicate.

2.9 Bioassays of Cry8Kal and variants using A. grandis
larvae

To assess the toxicity of Cry8Kal and its variants
against neonate A. grandis larvae the bioassays were per-
formed in two different situations. In the first bioassays
for fast screening of variants indicating toxicity, fusion
phage-expressed Cry8kal and variants were utilized in
artificial diet (1011 pfu mL"1 of phage-expressed). Later
bioassays were repeated using expressed in bactéria and
purified Cry8kal and variants (0, 3, 6, 9 and 12 ~g/mL)
showing significant toxicity in preliminary screening. In
both, bioassays were carried out in six-well cell culture
plates filled with artificial diet [18% (w/v) Agar, 2.72%
(w/v) Brewer’s yeast, 4.48% (w/v) Soybean protein,
2.72% (w/v) Wheat germ, 18% (w/v) Pharmamedia® |,
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0.1% (w/v) Sorbic Acid, 0.9% (w/v) Ascorbic Acid, 2.72%
(w/v) Glucose, 0.9% (w/v) Nipagin, 0.05% (w/v) Mineral
salts, 0.45% (w/v) vitamin mixture] and phage-expressed
(first bioassay) or Cry8Kal or variants (detected in dot
blot analyses, data not shown)(second bioassay). Twelve
larvae were placed in each well and the plate was incu-
bated for seven days at 27°C (1) with 80% relative
humidity and a 14-h photoperiod. An artificial diet con-
taining no additional Cry proteins was used as the nega-
tive control. Each treatment was carried out in triplicate
and the bioassay was repeated to until six different
dates. After seven days, the number of surviving larvae
was recorded for each treatment. Statistical analyses
were performed to compare the average percent mortal-
ities by ANOVA and Tukey’s means comparison analy-
sis using the SigmaStat® software vs. 3.1 (Systat Inc.,
San Jose, California, 2004). The LC50 (lethal concentra-
tion required to kill 50% of insects) obtained from
bioassays performed using bacteria-expressed proteins
was calculated by Probit analysis [31] using the Polo-Pc
software (LeOra Software).

2.10 DNA sequence analysis

The nucleotide sequences of the cryéKal variant genes
encoding toxins active against A. grandis larvae (accord-
ing to bioassay analyses) were determined using a
3130xL Genetic Analyser (Applied Biosystems). To
obtain the complete nucleotide sequences, several pri-
mers were used. 1) Primers designed to determine the
N-terminal and C-terminal sequences were as foliows:
PCOMBF (5-GCTTCGCj3GCTCGTATGTTGTGT-3)
and PCOMBR (5-CGTTTGCCATCTTTTCATAAT-3).
2) Primers designed to obtain the intermediate
sequences were as follows: Cry8INTERF (5-CATATG
CACAAGCTGCGAATT-3’), Cry8INTERR (5-GCTTC
CGGCTCGTATGTTGTGT-3’), Cry8kaS5INTERF (5-
AGCGGATTTGGGCAATTCAG-3’) and Cry8ka5IN-
TERR (5-TAACAGCTGGAATTTGAGGA-3’). The
sequences were analysed using the BLASTn and
BLASTp algorithms [32], which are available on the
NCBI homepage http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
Blastcgi. In order to assemble the sequenced fragments
and to identify the position of the mutated residues,
multiple sequence alignment programs were used,
including the STADEN PACKAGE (available at http://
staden.sourceforge.net/) [33] and CLUSTALW (available
at http://wwwz2.ebi.ac.uk/clustalw/) [34].

2.11 Molecular analysis and homology modelling

Proteins showing homology to Cry8Kal were found in
the nr database at the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) using BLAST with default para-
meters [32]. The resulting sequence set was aligned using
Muscle [35]. Suitable templates for Cry8Kal model

building were found using a FASTA search of sequences
in the Protein Data Bank [36] at the European Bioinfor-
maties Institute http://www.ebi.ac.uk/fasta33.

After manual refinement of the sequence alignment,
homology models of Cry8Kal (667 amino acid residues)
and mutant Cry8Ka5 (649 amino acid residues) were
created using MODELLER, Version 9.8 [37]. The
Cry8Eal [16] (PDB entry 3EB7) toxin struetures was
used as template for construction of the structural
model. In the final alignment, Cry8Kal shared 34.7%
sequence idenfcity with the template. Default regimes of
model refinement by energy minimisation and simulated
annealing were employed. Because of the low sequence
similarity between target and template, a rigorous itera-
tive modelling protocol was adopted in which 50 models
were constructed and analysed. These models were ana-
lysed for packing and for stereochemical properties
using PROCHECK [38]. Possible misalignments were
highlighted by DOPE (Discrete Optimised Protein
Energy; a staticatical potential used to assess homology
models, running within the MODELLER environment)
peaks, and variations in alignment of these regions were
examined. When no further improvements could be
achieved, the model with the best PROCHECK and
DOPE scores was taken as the final model. Diagram-
matic representations of the struetures were generated
using PyMOL 1.3 [39] (available at http://www.pymol.
org/).

3. Results

3.1 DNA shuffling and combinatorial library construction
To generate variants by applying the DNA shuffling pro-
cedure, the crySKal nucleotide sequence (2001 bp) was
PCR-amplified from the original vector and fragmented
using DNAse |. The resulting fragments in the 30-50 bp
range were jointly purified and recombined to form
reassembled genes using two consecutive PCR Progres-
sive programs. Using agarose gel electrophoresis, the
DNA shuffling product was visualised as a single band
of around 2000 bp that represented a population of
cry8Kal variant genes (Figure 1).

Both the DNA that contained the population of gene
variants (DNA shuffling products) and also the PCR-
amplified cry8Kal gene were excised from gel, purified
and then cloned into the pCOMB3X phagemid, result-
ing in pCOMBcry8Kal and pCOMBcrySKalvar con-
struets. The pCOMBcrySKalvar construct was used to
generate a combinatorial phage-display library of
cry8Kal variants containing 1.0 x 105 cfu/mL.

3.2 Screening of cry8Kal combinatorial library towards
BBMVs A. grandis

To select the clones expressing Cry8kal variants that
bind specifically to the A. grandis midgut, the phage-
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Figure 1 lllustration of the DNA shuffling steps. The DNA shuffling produet was analyzed on 2.5% agarose gel electrophoresis. Lane M: 1Kb-
pius ladder (Invitrogen); lane 1: cry8Ka1 gene amplification containing only the region correspondent to mature toxin (Domains 1, Il and Il -

2001 bp); lane 2: DNAse ldigestion produet resulting to fragments of 50 bp; lane 3: Reassembled PCR produet using as template fragments

containing 50 bp (obtained jointly and gel purified) and no primers added to reaction; lane 4: PCR amplification containing pool of variants

(around 2000 bp) to reassembled genes.

display combinatorial library was used for biopanning.
Five selection rounds were performed. The fifth round
was chosen because it yielded phage showing the highest
binding specificity to A. grandis BBMVs (Figure 2). Two
hundred randomly chosen clones from the fifth round
exhibited amplicons corresponding to the original gene
size of around 2000 bp (data not shown). The expres-
sion of the variant proteins was confirmed by dot blot
detection of the haemagglutinin (HA) epitope fused to
the variant proteins. A reaction signal was observed in
the dot blot for most of the analysed clones (data not
shown). Thirty clones that showed an expression signal
in the dot blot analyses were randomly seleeted for
further analysis of activity against A. grandis.

3.3. Evaluation of toxicity of the Cry variants in bioassays
To assess the LCH0, neonate A. grandis larvae were incu-
bated with purified Cry8l<al and Cry8Ka5 toxins
expressed by the E coli BL21 (DE3) strain (Figure 3).
Bioassays were conducted to evaluate the activity of
Cry8Kal variants compared to the wild-type Cry8l<al
toxin when incubated with neonate A. grandis larvae.
The larvae mortality rate (Table 1) indicated no signifi-
cant difference between treatment with a diet

Figure 2 Biopanning screening of the cry8kal Phage display
combinatorial library for interactions of CrySKalvariants with
Brush Border Midgut Vesicles (BBMVs) from cotton boll weevil
larvae (A. grandis). The absorbance indicated in the graph shows
the phage-infected, which was related to the quantity of bacterial
colonies obtained from each round of biopanning. Based in the
data, the fifth round of biopanning was chosen as cyde of the
enrichment of recombinant phages displaying C.ry8Kal variants
specifically bound to A. grandis BBMVs. The points of the curve
indicate the absorbance at 405 nm (reading of phage) in each
round.
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Figure 3 SDS-PAGE electrophoresis and Western blot analysis of Cry8Kal and Cry8Ka5 expressed in E. coli cells The original and variant
recombinant Cry8K toxins were fractionated by SDS-PAGE, blotted onto a nitrocellulose membrane and probed with monoclonal Anti-His*
antibody A) Lane 1, BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen); lane 2, proteins from non-induced cells (supernatant); lane 3, proteins expressed
after induetion with 0.5 mM IPTG-(supernatant); lane 4 and 5, Cry8Ka5 and Cry8Kal recombinant toxins, respectively, purified by using affinity
chromatography as described in material and methods. B) Western immunoblot analysis. Lane 1 and 2 the arrows indicate Cry8Ka5 and
Cry8Kal recombinant toxins, both with approximate molecular weights of 70 kDa.

supplemented with Cry8Kal protein, a diet supplemen-
ted with M13 helper phage or a diet with no protein
supplementation (negative control) at the concentration
tested. On the other hand, two (Cry8Ka3 and Cry8Kab)
out the thirty Cry8Kal variants tested had a statistically
significant effect on A. grandis compared to Controls.
The analysis of variance was significant for the mortality
rates of these two variants. Based on these results, the
Cry8Ka5 toxin was selected for additional characterisa-
tion (Figure 4A). The- LC50 for the recombinant
Cry8Ka5 protein was significantly lower (2.83 |ig/mL)
than that of Cry8Kal (8.93 |ig/mL) (Figure 4B and 4C),
indicating improved toxicity (three times higher) for the

Table 1 Bioassay showing larvicidal activity including
Cry8Kal toxin, the others toxins encoded by the seven
selected gene variants and VCSM13 Phage (as negative
control) using A. grandis larvae

Treatment N Lethality Mean (%) + SD SEM
VCSM13 Phage (Control) 6 2055 + 250 b1l 1.02
Cry8Kal (Wild-type) 5 2933 £ 547 ab 244
Cry8Ka2 5 36.66 + 577 ab 258
Cry8Ka3 5 49.33 + 6.30 a 281
Cry8Ka4 6 33.88 £11.95 ab 4388
Cry8Kab 4 50.00 + 1154 a 577
Cry8Ka6 6 3277 = 1522 ab 6.21
Cry8Ka7 6 4444 £19.16 ab 7.82
Cry8Ka8 5 4599 + 1750 ab 7.82

10 Mg/ml of expressed phage were used in every treatment

N, number of bioassays (12 larvae/replicate); SD, standard deviation; SEM,
Standard Error Mean.

1 Results indicated with the same letter have no statistical difference between
treatments (p < 0,05).

novel toxin (Cry8l<a5) selected from the combinatorial
library of Cry8Kal variants (Figure 4C).

3.4 Structural analysis of Cry8Kal variant toxins
Firstly, the presence of genetic variability in the cry8Kal
combinatorial library was determined using nucleotide
sequence analysis (data not shown) of 30 clones isolated
from the pool of variants that was obtained at the fifth
round of biopanning, which was chosen as the cycle
containing the highest enrichment of specific phage.
The selected cry8Ka5 gene (1947 bp) encoded a pro-
tein of 649 amino acid residues. Sequence comparisons
among the parental cry8l<al gene (2001 bp) and the
variant genes identified numerous nucleotide substitu-
tions (Figure 5). However, most of these nucleotide sub-
stitutions were silent mutations. In silico amino acid
sequence translation revealed just six changed residues
that were located in positions distributed throughout
the three typical domains of Cry toxins, using the
Cry8Kal and Cry8l<a5 comparison as indicated (Figure
6). One substitution was observed in domain 1 (R82Q;
within the a3 helix), two substitutions (Y260C and
P321A) were observed in domain Il and three substitu-
tions (R508G, K538E and E594N) were observed in
domain Ill. In addition to residue substitution, a dele-
tion of 16 residues in the N-terminal part of the
Cry8Ka5 protein was observed, and this deletion was
responsible for the reduced size of the mutant as com-
pared to Cry8Kal (not shown). Additional sequence
analyses revealed that the five conserved blocks in the
primary strueture that were previously defined in typical
Cry toxins [10,16,40] were retained in both the Cry8Kal
parental molecule and the shuffled Cry8Ka5. According
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A
0 3 6 9 12
B Cry Toxin Concentration (ng/mL)
Log of Cry Toxin Concentration

C
Protein Na LC50 ((ig/mL)
Cry8Kal 384 8.93 (6.69 +13.15)b
Cry8Ka5 408 2.83(1.58 -3.92)

' number of insects used in the bioassays ;
bfiducial limits at a levei of 95% ;

Figure 4 Toxicity of Cry8Kal (Wild-type) and Cry8Ka5 (variant)
proteins against A. grandis. A: Percentage mortality of A. grandis
larvae at 7 days after exposure to 0, 3, 6, 9 and 12 pg/mL of Cry
8Kal and Cry 8Ka5. B: Probit Scale plotted against logarithmicaily
Toxin Dilution (base 10). C: LCi0 and fiducial limits.

to multiple sequence alignments (Figure 7), the Cry8l<a
toxins studied here had ali of the highly conserved resi-
dues (highlighted in green colour) except for residue R,
which was substituted to S in position 271. There seems
to be no obvious functional consequence of this
substitution.

In addition, molecular homology analyses performed
using three-dimensional models constructed in this
study showed identical folding to Cry8Il<a5 such that
Cry toxins were included in the group of three-domain
Cry toxins. The structural alignments using Cry8l<al
and Cry8Ka5 protein sequences indicated the three best
results showing 34.7; 35.4 and 35.7% of identity with
Cry8Eal (3EB7.pdb) [16], Cry3Aa (IDLC.pdb) [41] and

Cry3Bbl (ljl6.pdb) [42], respectively. Our proposed
model for Cry8l<a toxins was obtained from structural
alignments submitted to Modeller (as detailed in Materi-
als and Methods) and is illustrated in Figure 6. The final
Cry8Kal and Cry8Ka5 structural models were chosen
based on similar and uniform distribution of amino
acids in a Ramachandran plot (93% favourable residues,
6.2% residues in allowed locations; 0.8% unfavourable
residues for Cry8Kal and 92.6% favourable residues,
6.6% residues in allowed locations; 0.8% unfavourable
residues for*the shuffled Cry8l<a5) and on DOPE analy-
sis. The DOPE residue-by-residue energy profiles for the
final models (not shown) suggested that the models
were of high quality.

The Cry8Kal and Cry8Ka5 mutant models had the
same backbone structure and differed only in the
mutated side chains. Due to the very low sequence iden-
tity found in the N- and C-termini when compared to
the template, these regions were not modelled. As
shown in Figure 6, the Cry8Ka toxin model presents the
three conserved domains (I, 1l and Ill) typical of Cry
toxins. The positions of residues replaced in the shuf-
fling process can be better seen in Figures 6b-d, in
which the individual domain structures are illustrated.
Ali mutations are localised at the surface and exposed
to the solvent. In the Cry8Kal model, domain I consists
of residues 1-238, domain Il contains residues 239-450
and domain Il includes residues 451-594.

4_ Discussion

In this work, the cry8Kal gene was used as a substrate
for DNA shuffling. This gene was isolated from the B.
thuringiensis S811 strain [25] and codes for a 668 resi-
due protein with the conserved three domain structural
architecture typical of Cry toxins. The Cry8l<al toxin
has been shown to be moderately toxic to A. grandis,
and our research focused on the molecular improve-
ment of the Cry8Kal toxin. The challenge was to intro-
duce changes in the primary structure and thereby
achieve improved insecticidal activity.

The combined strategy using DNA shuffling and
phage display techniques resulted in a combinatorial
library containing 105 variants. The efficiency of the
DNA shuffling approach to improve specificity and to
broaden the spectrum of insects controlled by Bt tox-
ins was first mentioned in experiments using the
crylCa gene. Screening of a crylCa-shuffled library for
activity against Spodoptera frugiperda revealed a Bt
toxin variant showing 3.8-fold higher LC50 when com-
pared to the wild-type. In other experiments, CrylCa
variants tested against S. exigua showed 6.7-fold higher
activity than wild-type CrylCa. In addition, the same
variants were active against both Heliothis zea and S.
exigua [20].
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Figure 5 Graphic representation indicates number of substitutions in the nucleotide sequences, distributed among the three domains
for that seven selected cry8Kal variants. The sequences of variants named cry8Ka2, cry8Ka3, cry8Ka4, cry8Ka 5, cry8Ka6, cry8Ka7 and cryKa8
were fully sequenced and aligned using cry8Kal In black color, indicate domain |, in gray color, domain Il and white color, domain lIl. In each

variant a large number of nucleotide mutations was observed. The cry8Ka5 variant contained 578 nucleotide substitutions in total.

Figure 6 Ribbon diagrams of the Cry8Kal structural model produced with PyMOL [39]and indicating the positions of the amino acid
substitutions obtained in Cry8Ka5 toxin. A: The whole molecule showing the three domains (Domain | in brown color, Il in blue color and Il
in yellow color). Cry8Ka5 substituted residues are highlighted in magenta color. In B, Domain I, composed of eight a-helices, is shown. The
position of the R82Q mutation is indicated on helix a3 (also indicated in Fig 7). In C, the anti-parallel p-sheets of domain I, indicating two
substituted residues in Cry8Ka5 toxin: Cys and Ala in positions 260 and 321, respectively. In D, the jelly-roll p-sheets of Domain Ill, and the three
other mutated residues: Gly at position 508, Glu at 538 and Asn at 594.
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Figure 7 Multiple sequence alignment of activated Cry toxins after digestion (mature toxin) including translated Cry8Kal and mutant
Cry8Ka5 sequences. From top to bottom the sequences are Cry2Aa (Uniprot code: POA377), Cry4Ba (P05519), Cry4Aa (P16480), CrylAa
(BAA04468), Cry 3Aa (POA379), Cry3Bbl (Q06117), Cry8Eal (NCBI accession: AAQ73470.1), Cry8Kal (FJ422558) e Cry8Ka5. The secondary strueture
of Cry8Kal is indicated in the bottom line. The Cry8Ka a-helix colors match up to the same a-helix colors presented in our homology model
(Fig 6) constructed using Cry8Eal (PDB entry 3EB7) as template. The highly conserved boxes of Cry family are indicated by gray color and

labeled in the top line. Highly conserved residues are highlighted in green. The five replaced residues in the Cry8Ka5 sequence comparing to

Cry8Kal are highlighted in magenta. The numbers in the bottom line are those of the structural Cry8Kal model.

When screening genes for naturally occurring genetic
variability or for artificially generated variability as per-
formed in this study, the major concern is the choice of
an optimal selection system that guarantees efficient
screening of mutants containing the desired characteris-
ties. The technique of displaying molecules on the
phage surface [43-45] has been widely applied to select
antibody chains, to identify receptor ligands, to define
enzyme substrates, and to select anticoagulant activities
and proteinase inhibitors [46-49]. In addition, phage dis-
play systems have proven to be a useful tool for study-
ing toxins with binding domains such as Cry toxins

[24]. In the present study, we applied phage display
methodology using M13 filamentous phage; we chose to
couple this strategy to DNA shuffling because Cry tox-
ins are AB-type toxins, which have been shown to be
suitable targets for directed evolution [50,14]. As dis-
cussed in a previous study from our group [24], similar
studies have encountered problems with the functional-
ity of proteins displayed on M13 phage. In this study,
the bioassays using Cry8ka5 recombinant protein con-
firmed the molecule’s effectiveness and emphasised the
need to establish better conditions that would overcome
constraints to successfully express Cry protein variants
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with the M13 phage display system. The mortality found
from negative control in the first screening bioassays
was due the M13 phage system. The bioassays using
boll weevil artificial diet as here described represent a
routine in our researches aimed to investigate the
potential of novel molecules against boll weevil larvae.
However, it is clear that for biotechnology purpose, e.g.
produetion of insect-resistant plants, further tests must
be conducted using boll weevils in presence of the
genetic modified plants containing the selected variant
genes. In the present work the selected Cry8Ka5 mutant
toxin with improved activity against the insect target
had six residue substitutions distributed throughout the
three domains and a shorter N-terminal end than the
wild-type Cry8Kal. Because the selected mutant toxin
was 3.1 times more active than the parental Cry8Kal
toxin and 81.3 times more active than the Cryllal2
toxin [25], we concluded that the strategy of combining
DNA shuffling and phage display was able to effectively
select novel toxins that are more highly active against
the cotton boll weevil.

We modelled the three-dimensional struetures of the
Cry8Kal toxin and the Cry8l<a5 mutant toxin by using
the three-dimensional crystal strueture of activated
Cry8Eal (3EB7.pdb) toxin [16] as templates for homol-
ogy modelling. Cry8 and Cry3-type toxins are active
against a number of coleopteran pests; however,
Cry8Eal showed specific toxicity against Holotrichia
parallela (Scarabaeidae) [16]. Although Cry coleopteran
toxins have not been as extensively studied as CrylA, it
has been shown that, as foc CrylA lepidopteran-specific
toxins, the pore formation activity of Cry3 toxins
depends on the formation of an oligomeric pre-pore
strueture after the interaction of protoxins with BBMV
midgut cells from the Colorado potato beetle [51]. One
previously reported theory is that the helix bundle in
domain 1 is directly responsible for membrane penetra-
tion and pore formation after Cry toxins bind the speci-
fic receptors on the surface of the insect midgut [16]. In
support of this theory, our Cry8Ka toxin models con-
firmed the presence of a seven-helix bundle, as has been
generally described, and we also visualised the helix a2
separated in two helices (Figure 7), which is conserved
among Cry toxin struetures [16]. According to previous
authors, the a2 helix break could be related to the
mobility of the lid on the helix bundle during correct
receptor recognition. At that moment, the lid compris-
ing helix a2b and loop a2b- a3 must be removed from
the top of the helix bundle to release the helical hairpin
a4-a5. Based on mutagenesis studies, the same authors
discussed the significance of the conserved Pro-41 resi-
due (residue number correspondent to primary strueture
of the Cry8Ka toxins - Figure 7) in maintaining the sta-
bility of Cry8Eal. According to a more recent model

proposed for the initiation of Cry toxin domain disas-
sembly, Pro-41 could be the key in facilitating the lid-
opening starting from a stable conformation [16]. Based
on these structural analyses, we suggest that the DNA
shuffling strategy applied here was able to generate
mutations without causing conformational changes that
could affect the stability of a new toxin. Regarding the
involvement of the domains Il and 111 in the Cry toxin
mechanism, a combination of site-directed mutagenesis
and membrane binding studies [52] showed that the
exposed loops of domain Il on Cry3A are involved in
receptor binding and that mutations can affect binding,
resulting in increased or decreased toxicity. Loop 1 and
loop 3 in domain 11 of Cry3A are directly involved in
receptor binding. In addition, the same authors sug-
gested that the loop Il region might play a role in irre-
versible binding or membrane insertion. One of the
mutations created by the crySKal gene shuffling proce-
dure is localised in loop 3 of domain Il in Cry8l<ab5.
However, neither of the two mutations in domain Il of
Cry8Kab5 is located in these loops.

Our results indicated that most structural features of the
highly conserved residues are present in the Cry8l<a mod-
elled struetures. Given that our experiments to determine
the specific receptors for Cry8l<al toxins are currently in
development, the use of the molecular modelling results
to explain how differences in toxicity could be caused by
the specific residues changes is somewhat speculative. A
cDNA library constructed using intestinal material from
cotton boll weevil larvae will be used to screen receptor
proteins. We hope that studies involving receptor-toxin
interactions will allow us to elucidate the binding differ-
ences and increased toxicity related to the replaced resi-
dues in the three domains of the Cry8Ka5 mutant.

5. Condusion

In conclusion, we have demonstrated that the strategy of
combining DNA shuffling and phage display was able to
effectively select novel toxins that are more highly active
against the cotton boll weevil. With its improved toxi-
city against the cotton boll weevil, a major cotton
insect-pest, the crySKaS gene has the potential to be
used in plant transformation experiments to produce
genetically modified cotton plants that are A. grandis-
resistant. Our modelling studies show conservation of
core residues in the Cry8Ka5 toxin strueture, suggesting
that the mutations altering activity should not affect
molecular stability.
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with the M13 phage display system. The mortality found
from negative control in the first screening bioassays
was due the M13 phage system. The bioassays using
boll weevil artificial diet as here described represent a
routine in our researches aimed to investigate the
potential of novel molecules against boll weevil larvae.
However, it is clear that for biotechnology purpose, e.g.
produetion of insect-resistant plants, further tests must
be conducted using boll weevils in presence of the
genetic modified plants containing the selected variant
genes. In the present work the selected Cry8Ka5 mutant
toxin with improved activity against the insect target
had six residue substitutions distributed throughout the
three domains and a shorter N-terminal end than the
wild-type Cry8Kal. Because the selected mutant toxin
was 3.1 times more active than the parental Cry8Kal
toxin and 81.3 times more active than the Cryllal2
toxin [25], we concluded that the strategy of combining
DNA shuffling and phage display was able to effectively
select novel toxins that are more highly active against
the cotton boll weevil.

We modelled the three-dimensional struetures of the
Cry8Kal toxin and the Cry8Ka5 mutant toxin by using
the three-dimensional crystal strueture of activated
Cry8Eal (3EB7.pdb) toxin [16] as templates for homol-
ogy modelling. Cry8 and Cry3-type toxins are active
against a number of coleopteran pests; however,
Cry8Eal showed specific toxicity against Holotrichia
pamllela (Scarabaeidae) [16]. Although Cry coleopteran
toxins have not been as extensively studied as CrylA, it
has been shown that, as fot-CrylA lepidopteran-specific
toxins, the pore formation activity of Cry3 toxins
depends on the formation of an oligomeric pre-pore
strueture after the interaction of protoxins with BBMV
midgut cells from the Colorado potato beetle [51]. One
previously reported theory is that the helix bundle in
domain 1 is directly responsible for membrane penetra-
tion and pore formation after Cry toxins bind the speci-
fic receptors on the surface of the insect midgut [16]. In
support of this theory, our Cry8Ka toxin models con-
firmed the presence of a seven-helix bundle, as has been
generally described, and we also visualised the helix a.2
separated in two helices (Figure 7), which is conserved
among Cry toxin struetures [16]. According to previous
authors, the a2 helix break could be related to the
mobility of the lid on the helix bundle during correct
receptor recognition. At that moment, the lid compris-
ing helix a2b and loop a2b- a3 must be removed from
the top of the helix bundle to release the helical hairpin
a4-a5. Based on mutagenesis studies, the same authors
discussed the significance of the conserved Pro-41 resi-
due (residue number correspondent to primary strueture
of the Cry8Ka toxins - Figure 7) in maintaining the sta-
bility of Cry8Eal. According to a more recent model

proposed for the initiation of Cry toxin domain disas-
sembly, Pro-41 could be the key in facilitating the lid-
opening starting from a stable conformation [16]. Based
on these structural analyses, we suggest that the DNA
shuffling strategy applied here was able to generate
mutations without causing conformational changes that
could affect the stability of a new toxin. Regarding the
involvement of the domains Il and Ill in the Ciy toxin
mechanism, a combination of site-directed mutagenesis
and membrane binding studies [52] showed that the
exposed loops of domain Il on Cry3A are involved in
receptor binding and that mutations can affect binding,
resulting in increased or decreased toxicity. Loop 1 and
loop 3 in domain Il of Cry3A are directly involved in
receptor binding. In addition, the same authors sug-
gested that the loop Il region might play a role in irre-
versible binding or membrane insertion. One of the
mutations created by the cry8Kal gene shuffling proce-
dure is localised in loop 3 of domain Il in Cry8Ka5.
However, neither of the two mutations in domain Il of
Cry8Kab is located in these loops.

Our results indicated that most structural features of the
highly conserved residues are present in the Cry8Ka mod-
elled struetures. Given that our experiments to determine
the specific receptors for Cry8Kal toxins are currently in
development, the use of the molecular modelling results
to explain how differences in toxicity could be caused by
the specific residues changes is somewhat speculative. A
cDNA library constructed using intestinal material from
cotton boll weevil larvae will be used to screen receptor
proteins. We hope that studies involving receptor-toxin
interactions will allow us to elucidate the binding differ-
ences and increased toxicity related to the replaced resi-
dues in the three domains of the Cry8Ka5 mutant.

5. Conclusion

In conclusion, we have demonstrated that the strategy of
combining DNA shuffling and phage display was able to
effectively select novel toxins that are more highly active
against the cotton boll weevil. With its improved toxi-
city against the cotton boll weevil, a major cotton
insect-pest, the crySKaS gene has the potential to be
used in plant transformation experiments to produce
genetically modified cotton plants that are A. grandis-
resistant. Our modelling studies show conservation of
core residues in the Cry8l<a5 toxin strueture, suggesting
that the mutations altering activity should not affect
molecular stability.
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